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1 Einleitung 
 
 
1.1 Das spinale Querschnittsyndrom 
 
Das spinale Querschnittsyndrom umfasst eine Reihe von Symptomen, die bei 
Kontinuitätsunterbrechung der Nervenleitbahnen und Schädigung der Neurone 
im Rückenmark auftreten. 
Im Falle eines akuten spinalen Traumas hat der Ausfall supraspinaler Einflüsse 
den vollständigen Funktionsverlust aller Rückenmarksbahnen unterhalb der 
Läsion zur Folge. Das Myelon wird dabei einerseits durch lokale Zerstörung von 
Neuronen und Leitungsbahnen direkt mechanisch oder sekundär durch 
Gefäßverletzungen mit konsekutiver Hämatom- und Ödembildung und gestörter 
Blut-Hirnschrankenfunktion geschädigt (d.h. auch wenn das Rückenmark 
zunächst nicht im gesamten Querschnitt geschädigt ist, führt das nachfolgende 
Ödem rasch zu einem totalen Funktionsausfall). 
Die Symptome des akuten spinalen Schocks sind ein Verlust sowohl der 
willkürlichen als auch der reflektorischen Motorik mit resultierendem schlaffen 
Muskeltonus, Verlust der Sensibilität und Verlust autonomer Funktionen. Bei 
kompletten Querschnittsyndromen entwickelt sich 4 bis 6 Wochen nach akuter 
traumatischer, beziehungsweise bei chronischer Schädigung (zum Beispiel im 
Rahmen von Tumoren, Multipler Sklerose) des Myelons unterhalb der Läsion 
eine spastische Plegie, eine Hyperreflexie und ein Sensibilitätsverlust; zudem 
kommt es zu autonomer Reflextätigkeit und zum Auftreten pathologischer 
Reflexe. Häufigste Ursachen spinaler Traumata sind Verkehrs- und Sportunfälle 
(Poeck und Hacke, 2006; Masuhr und Neumann, 2005). 
 
 
1.2 Regenerationsmechanismen in Peripherem und Zentralem 
Nervensystem 
 
Bei Verletzung peripherer Nerven ist potentiell eine restitutio ad integrum 
möglich. Axone peripherer Nerven wachsen nach Axotomie mit einer 
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Geschwindigkeit von 1,0 mm/d entlang der Hanken-Büngner`schen Bänder aus 
und können bei Erreichen des Erfolgsorgans wieder volle Funktionsfähigkeit 
erhalten (Ramon y Cajal, 1928). 
Im ZNS hingegen findet keine wesentliche Regeneration der Axone statt. Zwar 
können Axone nach Verletzung einige Millimeter auswachsen (Campbell et al., 
1999), aber aufgrund des umgebenden Milieus und anderer Voraussetzungen 
als im PNS (s.u.) ist eine vollständige funktionelle Wiederherstellung der 
axonalen Verbindungen nicht möglich. Üblicherweise wachsen die Axone bei 
Verletzung des Rückenmarks oder des Gehirns für eine kurze Zeit aus, um sich 
dann zu retrahieren und sogenannte end bulbs zu bilden (Ramon y Cajal, 1959; 
Fishman und Kelley, 1984). Die Gründe für mangelnde Regenerationsfähigkeit 
der Neuriten im ZNS sind in den letzten Jahren intensiv erforscht worden, aber 
es bleiben immer noch etliche offene Fragen zu beantworten.  
 
 
1.3 Molekularbiologische Vorgänge nach Rückenmarksverletzungen 
 
Zunehmend hat sich gezeigt, dass dem fehlenden Axonwachstum ein 
multifaktorielles Geschehen zu Grunde liegt. Im Prinzip lassen sich alle 
Arbeitsansätze drei wesentlichen Hypothesen zuordnen: 
• Die intrinsische Regenerationsfähigkeit der Neurone des Zentralen 
Nervensystems ist nicht suffizient, um prolongiertes Axonwachstum zu 
ermöglichen (Richardson und Verge, 1986; Chong et al., 1996; Anderson 
und Lieberman, 1999). 
• Inadäquate Versorgung der Neurone im ZNS mit neurotrophen Faktoren 
führt dazu, dass keine ausreichende Unterstützung des 
Neuritenwachstums geboten ist (Berry et al., 1996; Zhang et al., 1998; 
Bradbury et al., 1999). 
• Expression von Molekülen, die inhibitorisch auf das Axonwachstum 
wirken (David und Aguayo, 1981). 
Im letzten Jahrzehnt ist der dritten Hypothese, insbesondere nach der 
erstmaligen Entdeckung von Axonwachstum-hemmenden Faktoren, die größte 
Bedeutung in Bezug auf gestörte axonale Regeneration im ZNS beigemessen 
worden. Folgerichtig konnten in diesem Feld die größten Fortschritte erzielt 
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werden und viele, auch in therapeutischer Hinsicht, interessante Ergebnisse 
gewonnen werden. 
Faktoren, die hemmend auf das Neuritenwachstum wirken, konnten in vitro 
sowohl im verletzten (Pasterkamp et al., 2001) als auch im intakten (Schwab, 
1996) ZNS-Gewebe nachgewiesen werden, mit bevorzugter Lokalisation im 
Myelin. 
Dass das Myelin eine entscheidende Rolle bei der Ausbildung neuronaler 
Plastizität und beim Axonwachstum, beziehungsweise bei gehemmter 
Axonregeneration, hat, wurde bereits in den 1980er Jahren vermutet: Berry et 
alii (1982) konnten zeigen, dass nach mechanischer Verletzung von 
Myelinfasern die Axonregeneration gehemmt ist, nicht aber nach chemischer 
Axotomie ohne Verletzung von Myelin. 
Schwab und Caroni konnten wenig später illustrieren, dass ZNS-Myelin und 
Oligodendrozyten inhibitorischen Einfluß auf das Axonwachstum haben 
(Schwab und Caroni, 1988; Caroni et al., 1988). 
Bahnbrechend war im Jahre 1988 die Isolation von zwei Proteinen mit einer 
Größe von 250kDa und 35kDa, genannt NI-250 und NI-35, aus dem Myelin von 
Spinalganglien (dorsal root ganglion, DRG) neugeborener Ratten, die sich als 
starke Inhibitoren des Axonwachstums herausstellten (Caroni und Schwab, 
1988a). Mit der Entwicklung eines monoklonalen Antikörpers IN-1 gegen NI-
250, der im Versuch die inhibitorische Aktivität beider Faktoren und des Myelins 
hemmte (Caroni und Schwab, 1988b), wurde auch das erste Mal die Hoffnung 
auf eine kausale pharmakologische Therapie der spinalen Querschnittlähmung 
geweckt. In nachfolgenden Arbeiten konnte die Arbeitsgruppe um Schwab mit 
dem IN-1 Antikörper sogar in vivo eine Regeneration geschädigter Axone des 
ZNS induzieren (Schnell und Schwab, 1993; Schnell et al., 1994). 
Im Jahre 2000 gelang durch mehrere Gruppen die Identifikation des NI-250 
Gens, welches Nogo genannt wurde (Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; 
Prinjha et al., 2000). Im darauf folgenden Jahr wurde ein Zelloberflächen-
Protein mit einer Größe von 473 Aminosäuren als möglicher Rezeptor des 
Nogo-Proteins identifiziert (genannt Nogo-Rezeptor, NgR), da es Nogo mit 
hoher Affinität bindet. Zellen, die a priori unsensitiv für Nogo sind, werden nach 
Transfektion mit einem NgR-Konstrukt für Nogo sensitiviert (Fournier et al., 
2001). Der Nogo-Rezeptor ist ein GPI-Anker gebundenes Membran-
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Glykoprotein, das selbst keine intrazelluläre Domäne besitzt, um extrazelluläre 
Signale in die Zelle fortzuleiten; daher ist ein Zusammenwirken mit Ko-
Rezeptoren und Adapterproteinen nötig (Hunt et al., 2002). Bislang sind der 
p75NTR (Wang et al., 2002a; Wong et al., 2002), sowie TROY (Park et al., 
2005; Shao et al. 2005) als Ko-Rezeptoren und Lingo-1 als Adapterprotein (Mi 
et al., 2004) für die intrazelluläre Signalvermittlung identifiziert worden.  
Neben Nogo sind mittlerweile eine Reihe weiterer potenter Inhibitoren des 
Neuritenwachstums nach ZNS-Verletzung charakterisiert worden (Dou und 
Levine, 1994; Canning et al., 1996; Davies et al., 1999; Zhang et al., 2001; 
Pasterkamp et al., 2001). Besondere Bedeutung kommt nach aktueller 
Auffassung dabei dem Myelin-assoziierten Glykoprotein (MAG) und dem 
Oligodendrozyten-Myelin-Glykoprotein (OMGp) zu. Beide besitzen zwar keine 
strukturelle Ähnlichkeit mit Nogo, binden aber ebenfalls an den Nogo-Rezeptor 
und lösen die gleichen intrazellulären Signalkaskaden aus (Wang et al., 2002b; 
Domeniconi et al., 2002; Liu et al., 2002; Yamashita et al., 2002). 
MAG ist ein Transmembranprotein aus der Immunglobulin-Superfamilie, das 
sowohl im Zentralen als auch im Peripheren Nervensystem (Martini, 1994) 
exprimiert wird und an der physiologischen Aufrechterhaltung der 
Myelinscheiden beteiligt ist (Fruttiger et al., 1995). Ursprünglich wurde MAG als 
ein Neuritenwachstum-stimulierender Faktor in neonatalen Spinalganglien- 
(dorsal root ganglion, DRG) Neuronen entdeckt, bis im Verlauf der inhibitorische 
Effekt auf das Axonwachstum in adulten DRG-Neuronen und in vielen anderen 
neuronalen Zelllinien nachgewiesen (McKerracher et al., 1994; Mukhopadhyay 
et al., 1994) und der Nogo-Rezeptor auch als Rezeptor für MAG identifiziert 
wurde (s.o.). Das Oligodendrozytenmyelin-Glykoprotein ist via eines GPI-
Ankers zellmembrangebunden und vermittelt seinen Neuritenwachstum-
hemmenden Effekt ebenfalls über den Nogo-Rezeptor (s.o.), mit dem es häufig 
ko-exprimiert wird und möglicherweise sogar in cis interagiert, um physiologisch 
regulatorischen Einfluss auf Neuronen und ihr Wachstum zu nehmen (Hunt et 
al., 2002). 
Anhand von Nogo als Prototyp eines Myelin-basierten Inhibitors der 
Axonregeneration konnten erstmals die Vorgänge auf subzellulärer und 
molekularer Ebene nach ZNS-Trauma eingehender erforscht werden. 
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1.4 Neurotrophine und Neurotrophinrezeptorsystem 
 
Seit der Entdeckung von neurotroph wirkenden Faktoren (Bueker, 1948) und 
der Erstbeschreibung des Nerve Growth Factors (NGF) durch Levi-Montalcini 
und Hamburger im Jahre 1951 sind viele Fortschritte im Verständnis von 
Neurotrophinen und ihrer Wirkungsweise erzielt worden. Mittlerweile sind vier 
verschiedene Superfamilien von neurotrophen Faktoren beschrieben: die NGF-
Superfamilie, die ‚Glial cell line-derived neurotrophic factor’-Familie, die 
Neurokin/Neuropoietin-Familie und die ‚non-neuronal growth factor’-Familie 
(Siegel et al., 2000). Zu der sogenannten NGF-Superfamilie werden neben 
NGF noch die später charakterisierten ‚Brain-derived-neurotrophic-factor’ 
(BDNF) (Barde et al., 1982), ‚Neurotrophin-3’ (NT3) (Ernfors et al., 1990; Hohn 
et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990) sowie ‚Neurotrophin-4/5’ (NT4/5) 
(Hallbook et al., 1991; Berkemeier et al., 1991) gezählt. 
Im Mittelpunkt dieser Arbeit stehen NGF und seine Signaltransduktionswege. 
„Reifes“, d.h. vollständig prozessiertes, NGF ist ein Protein mit einer Größe von 
128 Aminosäuren und einer molekularen Masse von ca. 13 kDa, das in der 
aktiven Form als Homodimer vorliegt (McDonald et al., 1993; Ibanez, 1998) und 
mit hoher Affinität an den ‚Tropomyosin-related-Kinase A’-Rezeptor (TrkA) 
bindet (Kaplan et al., 1991).  
Die Neurotrophinrezeptoren können zwei distinkten Klassen zugeordnet 
werden: zum einen den Rezeptor-Tyrosinkinasen der Trk-Familie (TrkA, TrkB, 
TrkC), die neurotrophe und antiapoptotische Wirkung vermitteln, und zum 
anderen der ‚Tumor Necrosis Factor’ (TNF)-Familie, denen der p75NTR 
Neurotrophin Rezeptor angehört, welcher einerseits mittels einer sogenannten 
death domain die Apoptose induzieren kann (Liepinsh et al., 1997), 
andererseits aber auch Axonwachstum und Zellüberleben bewirken kann. 
Durch vielschichtige Interaktion der beiden Rezeptorklassen können so diverse 
zelluläre Effekte hervorgerufen werden (Bibel et al., 1999). 
Die Neurotrophine binden hoch selektiv an ihre jeweiligen Rezeptoren aus der 
Trk-Familie: NGF bindet ausschließlich an TrkA (Kaplan et al., 1991; Klein et 
al., 1991a), während BDNF und NT4/5 den TrkB-Rezeptor (Klein et al., 1991b; 
Squinto et al., 1991) und NT3 den TrkC-Rezeptor (Lamballe et al., 1991) als 
Bindungspartner präferieren. Die Affinität der Neurotrophine für den p75NTR ist 
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wesentlich geringer (Rodriguez-Tebar et al., 1990 und 1992), dafür wird dieser 
aber im Vergleich zu den Trk-Rezeptoren deutlich stärker exprimiert (Eibe et al., 
1993; Lewin und Barde, 1996). 
Die intrazelluläre Signaltransduktion von TrkA wird nach der Bindung eines 
NGF-Homodimers durch Dimerisierung zweier TrkA-Monomere (Jing et al., 
1992) mit konsekutiver Autophosphorylierung an definierten zytoplasmatischen 
Tyrosinresten induziert (Cunningham et al., 1997), welche dann als 
Bindungsstellen für Signal- und Adaptermoleküle dienen (Obermeier et al., 
1993a und 1994; Stephens et al., 1994).  
 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege von TrkA 
Durch rote Umrandung sind die Hauptmediatoren der drei wichtigsten Signalwege 
hervorgehoben: PLC-γ, Akt im PI3-Kinase-Weg und die MAP-Kinase; grün: Kinasen; rot: 
Adapterproteine; hellviolett: Phospholipase C-γ (PLC-γ); grau: GTP-Austauschfaktoren; blau: 
GTPasen; gelb: Phosphatasen; hellbraun: Transkriptionsfaktoren; schwarz: Proteine des 
mitochondrialen Apoptose Signalweges. [Verändert nach Huang and Reichardt, 2001] 
 
Die wichtigsten intrazellulären Signaltransduktionswege von TrkA (siehe auch 
Abb. 1) sind erstens der PhospholipaseC-γ1(PLC)-Weg, der via 
Inositoltrisphosphat (IP3) sowie Diacylglycerol (DAG) zu intrazellulärer Kalzium-
Freisetzung und Aktivierung von Protein-Kinase C (PKC-δ) führt, welche 
wiederum über die MAP-Kinase-Kinase MEK das Auswachsen von Axonen 
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bewirkt (Corbit et al., 1999), sowie zweitens der Ras-Erk-Weg, der über eine 
Aktivierung von MAPK (Mitogen aktivierte Protein-Kinase) entweder 
Proliferation oder Differenzierung zur Folge hat, abhängig davon durch welche 
Signalproteine MAPK aktiviert wurde (Meakin et al., 1999; York et al., 1998). 
Zudem wird drittens der Phosphatidylinositol-3-(PI3-)-Kinase-Weg, der über die 
Serin-Threonin-Kinase Protein-Kinase B (PKB; Synonym: Akt) zu einer 
Inhibition Apoptose-induzierender Faktoren führt, aktiviert, was in vielen 
Neuronen das Schlüsselsignal für das zelluläre Überleben darstellt (Vaillant et 
al., 1999). Darüber hinaus ist der PI3-Weg auch an der Steuerung der Aktin-
Polymerisation beteiligt, welche wiederum bedeutend für das 
Neuritenwachstum sowie die Internalisierung von Oberflächenmolekülen ist 
(Huang und Reichardt, 2001; Kuruvilla et al., 2000). 
 
 
1.5 Lysophosphatidsäure 
 
Lysophosphatidsäure (LPA; monoacyl-sn-glycero-3-phosphat) ist ein 
Glycerophospholipid, das zunächst nur für ein Stoffwechselintermediärprodukt 
in der intrazellulären Lipidsynthese gehalten wurde (Pages et al., 2001), dessen 
vielfältige biologische Eigenschaften und Aktivitäten als extra- und 
intrazelluläres Signalmolekül aber seit Anfang der 1990er Jahre zunehmend 
aufgedeckt werden.  
Bislang konnten Effekte von LPA auf so vielschichtige Ereignisse wie z.B. 
Wundheilung (Balazs et al., 2001), Zellmigration, Zellüberleben, Proliferation, 
Zellzykluskontrolle und endotheliale Permeabilität (s.u.), sowie auf 
Tumorwachstum und Arteriosklerose (Siess et al., 1999) gezeigt werden. 
In vivo wird extrazelluläres LPA sowohl aus Phospholipidsäuren durch die 
Phospholipasen A1 (Hiramatsu et al., 2003) und A2 (Fourcade et al., 1995), 
sowie aus Lysophosphatidylcholin (LPC) durch die Lysophospholipase D 
(lysoPLD) (Tokumura, 2002) gebildet; interessanterweise konnte gezeigt 
werden, dass lysoPLD mit Autotaxin (ATX) identisch ist (Umezu-Goto et al., 
2002; Tokumura et al., 2002), einem autokrin wirkenden Motilitätsfaktor in der 
Karzinogenese, der in vielen verschiedenen Karzinomentitäten überexprimiert 
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wird, so dass LPA auch eine Rolle bei Tumorwachstum und Metastasierung 
zuzukommen scheint (Mills und Moolenaar, 2003; Hoelzinger et al., 2005). 
Physiologisch relevante Konzentrationen von LPA finden sich vor allem im 
Blutserum als Resultat von Thrombozytenaktivierung (Eichholtz et al., 1993; 
Aoki, 2002; Sano, 2002), im Speichel und auch in malignen Exsudaten, aber 
z.B. nicht im Liquor cerebrospinalis. 
Die Signaltransduktion von extrazellulärem LPA wird über eine Familie von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren vermittelt (van Corven et al., 1989; van der 
Bernd et al., 1992; Moolenaar, 1995). Bislang sind 4 verschiedene LPA-
Rezeptoren (LPA 1-4) identifiziert worden: LPA1 (Hecht et al., 1996), LPA 2 (An 
et al., 1998) und LPA3 (Bandoh et al., 1999) werden der Subfamilie der 
‚endothelial-differentiation-gene’-Familie (edg) zugeordnet, LPA4 hingegen 
weist Homologie zu purinergen Nukleotid-Rezeptoren der P2Y-Familie auf 
(Noguchi et al., 2003). 
Die verschiedenen LPA-Rezeptoren lösen über die Aktivierung von mindestens 
vier unterschiedlichen G-Proteinen (Gq, Gi, G12/13, Gs) (Anlinker und Chun, 
2004) verschiedene intrazelluläre Hauptsignalwege aus (siehe auch Abb. 2): 
Die intrazelluläre Signaltransduktion der LPA1 und LPA2-Rezeptoren, die sich 
bezüglich ihres Aufbaus und ihrer zellulären Effekte sehr ähnlich sind, wird über 
die Akquirierung von Gi- und G12/13-Proteinen vermittelt. Das Gi-Protein 
induziert nachfolgend drei wichtige Signalwege: über die Inihibierung der 
Adenylylcyclase kommt es zu einer Abnahme der cytosolischen cyclischen 
Adenosinmonophosphat (cAMP)-Konzentration (van Dijk et al., 1998), die 
Stimulation der Ras/Mitogen-activated-protein-kinase (MAPK)-Kaskade führt zu 
Zellproliferation (Fang et al., 2000; van Corven et al., 1989; Kranenburg et al., 
2001) und die Aktivierung der Phosphatidylinositol 3 (PI3)-kinase führt 
einerseits über den Akt-Weg zu antiapoptotischen Signalen und Zellüberleben 
(Kumagai et al., 1993; Weiner et al., 1999) und andererseits über den Rac-Weg 
zu Zellmigration und dem Auswuchs von Lamellipodien und Zellfortsätzen (van 
Leeuwen et al., 2003)  
Das G12/13-Protein aktiviert die GTPase RhoA, einen Regulator des 
zytoskeletalen Aktins, was sowohl zu Kontraktion und Zellrundung führt 
(Kranenburg et al., 1999), über weitere downstream-Substrate zudem eine 
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Entdifferenzierung und Verhinderung von Zelldifferenzierung bewirken kann 
(Jalink et al., 1994; Etienne-Manneville et al., 2002). 
Der LPA3-Rezeptor vermittelt zelluläre Effekte ebenfalls über das Gi-Protein, 
aber auch über das Gq-Protein, das nach Aktivierung über die Phospholipase C 
zu ProteinC-Kinase Stimulation und Änderungen in der cytosolischen Kalzium-
Konzentration führt (Tigyi et al., 1996; Hill et al., 1994; Fukushima et al., 2001). 
Zuletzt akquiriert der LPA4-Rezeptor das Gs-Protein, das über eine Stimulation 
der Adenylylcyclase für eine Erhöhung der cytosolischen cAMP Level sorgt 
(Noguchi et al., 2003). 
G12/13 Gi Gq Gs
RhoGEF PI3K ACRAS PLC AC
Akt RAC cAMP￬p42/44 IP3 DAG cAMP￪
LPA1
LPA2 LPA3 LPA4
ProliferationZellüberleben
•Zellmigration
•Zellaussprossung
•Axonretraktion
•Kontraktion
•Endotheliale Permeabilität
•Entdifferenzierung
•Inhibition von Neuriten-
wachstum
•Cytosolisches Ca 2+ ￪
•Gap junction      
communication￬
RhoA
 
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Signaltransduktionswege der 
Lysophosphatidsäure (LPA) 
Nach Bindung an die jeweiligen Rezeptoren LPA1-4 (Expressionsmuster divergieren zwischen 
verschiedenen Zelltypen) werden G-Protein-vermittelt verschiedene intrazelluläre Signalwege 
aktiviert, die sehr vielfältige zelluläre Effekte bewirken. [Verändert nach Anliker und Chun, 2004] 
 
Die überwiegende Mehrheit der LPA-sensitiven Zellen ko-exprimiert dabei 
wenigstens zwei differente LPA-Rezeptoren, so dass von einer interaktiven 
Regulation der Signalwege ausgegangen wird (Mills und Moolenaar, 2003). 
In der Neurobiologie werden LPA zahlreiche Effekte zugeschrieben: über den 
RhoA vermittelten Signalweg kommt es über die Beeinflussung von Aktin und 
des Zytoskeletts zu Axonretraktion und growth cone collapse (Tigyi und Miledi, 
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1992; Jalink et al., 1994). Physiologisch scheint dies vor allem in der 
Embryogenese eine bedeutende Rolle für die neuronale Plastizität zu spielen. 
Zudem werden Einflüsse von LPA in der Pathogenese diverser Krankheitsbilder 
diskutiert:  
Bei Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke (z.B. im Rahmen eines spinalen 
Traumas oder einer intrazerebralen Blutung) werden Neurone und Gliazellen 
LPA ausgesetzt (Yakubu et al., 1997), was erstens zur Axondegeneration 
beitragen (Fragestellung dieser Arbeit) und sekundär über einen 
Wachstumsreiz für Astrozyten auch die Ausbildung einer Glianarbe 
(Astrogliose) begünstigen könnte. Auch bedingt LPA eine 
Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, welches einen Mechanismus in der 
Pathogenese des Morbus Alzheimer darstellt (Sayas et al., 1999).  
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2 Fragestellung 
 
 
Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin, an einem in vitro Modell die 
Alterationen in der Signaltransduktion und im trafficking des NGF und des TrkA-
Rezeptors nach spinalem Trauma zu untersuchen. 
Nach der Entdeckung, dass die Myelin-basierten Proteine MAG und Nogo, die 
vermehrt nach spinalem Trauma exprimiert werden, inhibierend auf das 
Axonwachstum wirken (McKerracher et al., 1994; Caroni und Schwab, 1988a), 
der TrkA-Rezeptor nach Aktivierung durch seinen spezifischen Liganden NGF 
hingegen für ein starkes Axonwachstum via Erk1/2-Aktivierung in Endosomen 
sorgt (Zhang et al., 2000), stellte sich die Frage, ob eine Interaktion der beiden 
Signalwege einen neuen Pathomechanismus innerhalb der multifaktoriellen 
Genese der ausbleibenden axonalen Regeneration nach spinalem Trauma 
darstellt. 
Die intrazellulären Signalkaskaden des NGF/TrkA und des MAG/Nogo stehen 
über die GTPase RhoA und ihr Substrat ‚Rho-dependent-Kinase’ (ROCK) in 
Verbindung; die Signalwege üben dabei eine gegenseitige Hemmung 
aufeinander aus (Nusser et al., 2002). 
 
Abbildung 3: Interaktion von TrkA und RhoA 
Über Rac1 wirkt TrkA hemmend auf RhoA, gegensinnig übt RhoA 
einen inhibitorischen Effekt auf die TrkA-Signaltransduktion aus. 
[verändert nach Nusser et al., 2002] 
 
Außerdem ist RhoA als ein Schlüsselmolekül in der Regulation des Zytoskeletts 
identifiziert worden, so dass dies erstens ein Faktor für Axonretraktion ist (Tigyi 
und Miledi, 1992) und zweitens, im Sinne der Arbeitshypothese, auch 
entscheidend für mechanisch gestörtes endosomales trafficking und gestörte 
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Rezeptorendozytose sein könnte, da das Zytoskelett auch entscheidend für den 
Transport membranöser Organellen wie z.B. der Endosomen ist. 
In einem etablierten in vitro Modell (PC12-Zellen, die je nach Fragestellung mit 
NGF und/oder LPA stimuliert wurden) wurden daher Untersuchungen zum 
Neurotrophin-signalling und -trafficking durchgeführt.  
Um den Effekt von MAG und Nogo auf den TrkA-Rezeptor zu simulieren, wurde 
in den Experimenten Lysophosphatidsäure (LPA) verwendet, da LPA - wie 
MAG und Nogo - aktivierend auf RhoA und damit konsekutiv auf ROCK wirkt 
(Kumagai et al., 1993). LPA stellt allerdings eine wesentlich kostengünstigere 
Alternative zu rekombinantem MAG-Fc oder Nogo-Fc dar. Zudem konnte mit 
dem Thrombozytenfaktor LPA als Modellsubstanz gleichzeitig untersucht 
werden in welchem Ausmaß auch Blutbestandteile, die nach Verletzungen der 
Blut-Hirn-Schranke exzessiv in den Liquor einströmen, an der beeinträchtigten 
Axonregeneration durch Beeinflussung des Neurotrophin-signallings beteiligt 
sein könnten. 
Die Experimente wurden vornehmlich in der Ratten Phäochromozytom-Zelllinie 
PC12 durchgeführt, da diese sowohl endogen TrkA-Rezeptoren und p75NTR 
exprimiert (Kaplan et al., 1991b), als auch über Rezeptoren sensitiv für LPA ist 
(Shiono et al., 1993). 
Die PC12-Zelllinie gilt darüber hinaus als klassisch-etabliertes Zellsystem zur 
Untersuchung neuronaler Systeme und zur Untersuchung der 
Wirkmechanismen von NGF, da die Zellen nach Stimulation mit NGF einen 
neuronalen Phänotyp ausbilden (Greene und Tischler, 1976). 
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3 Material und Methoden 
 
 
3.1 Zellkultur 
 
Für den überwiegenden Teil der Experimente wurde die Zelllinie PC12 (Ratten 
Phäochromozytomzellen) [Department of Neurobiology, Stanford University 
School of Medicine, USA] verwendet. Die Immunfluoreszenzversuche wurden 
zudem mit NNR-5 [Weizman Institute of Science, Rehovot, Israel] und CHO-
Zellen [Invitrogen, Carlsbad, USA] durchgeführt. Alle Zellen wurden in 
Dulbecco`s Modified Eagle Medium (High Glucose) [Sigma-Aldrich, St.Louis, 
USA], welches mit 10% Fetal Bovine Serum (South America Origin) [Biowest, 
Nuaillé, Fr] angereichert wurde, kultiviert. Die verwendeten Zellen wurden unter 
physiologischen Bedingungen bei 37°C und 5% CO 2 im Brutschrank inkubiert.  
Das Passagieren der Zellen erfolgte adaptiert an ihren Konfluenzgrad bei 
annähernd 90% Dichte durch Ablösen mittels Trypsin-EDTA-Solution (1x) 
[Sigma-Aldrich, St. Louis, USA] und anschließender Aussaat auf 100x20mm 
Zellkulturschalen [Sarstedt, Nümbrecht, D] entsprechend der gewünschten 
Dichte.  
Zur besseren Zelladhäsion wurden die Zellkulturschalen und die Deckgläser für 
die Immunfluoreszenzen vor den jeweiligen Experimenten mit einer 0,01% Poly-
L-Lysin-Lösung [Sigma-Aldrich, St.Louis, USA] beschichtet. 
 
 
3.2 Zelllyse 
 
Für die qualitative und quantitative Untersuchung von intrazellulären sowie 
membranständigen Proteinen mittels proteinbiochemischen Methoden wurden 
die Zellen nach entsprechender Stimulation zunächst lysiert. Für die 
Experimente wurden dazu Zellen verwendet, die auf den Zellkulturschalen 
einen annähernd 100%-igen Konfluenzgrad erreicht hatten. 
Vor Beginn der Lyse wurden die Zellkulturschalen zuerst auf Eis gestellt, um so 
den Zellstoffwechsel zu arretieren und die bei der Lyse aus intrazellulären 
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Kompartimenten frei werdenden Proteasen und andere lytische Enzyme zu 
inhibieren. 
Anschließend wurden die Zellschalen zweimal mit 10ml eiskalter 1x Dulbecco`s 
Phosphate Buffered Saline-Lösung [Sigma-Aldrich, St.Louis, USA], die mit 1M 
CaCl2 und 1M MgCl2 angereichert war, um eine bessere Zellädhäsion zu 
gewährleisten, gewaschen. 
Die eigentliche Zelllyse wurde dann mit dem stringenten RIPA-Lysepuffer, dem 
zusätzlich CompleteR [Roche, Mannheim, Deutschland], ein Protease-Inhibitor-
Cocktail, sowie Natrium-ortho-Vanadate [Sigma Aldrich, St.Louis, USA], ein 
Phosphatase-inhibitor, zugesetzt wurde, durchgeführt. Die Zellen wurden dazu 
30 Minuten auf Eis mit 1ml der Lysepufferlösung auf einem Schüttler inkubiert. 
Nach erfolgreicher Lyse wurde der gesamte Inhalt der Platte in ein vorgekühltes 
1,5ml Reaktionsgefäß [Eppendorf, D] überführt und bei 4°C und 14.000 rpm 10 
Minuten lang zentrifugiert [Zentrifuge: Centrifuge 5804R, Eppendorf, D], um die 
durch den stringenten Puffer aufgequollenen Nukleinsäuren abzutrennen. 
Anschließend wurde der Überstand, der die zellulären Proteine enthält, in ein 
neues vorgekühltes 1,5ml Reaktionsgefäß überführt, das Pellet, welches die 
nukleären Bestandteile der Zelle beinhaltet, wurde verworfen. Abhängig von der 
Art des Experimentes wurde nun ein Aliquot des Überstandes direkt mit 
Laemmli-Puffer aufgekocht, ein Teil für die Proteinkonzentrationsbestimmung 
aufbewahrt und gegebenenfalls ein Teil für die Immunpräzipitation verwendet. 
 
 
3.3 Immunpräzipitation 
 
Für einige Fragestellungen (insbesondere Nachweis von phosphorylierten 
Proteinen) wurden Immunpräzipitationen (IP) durchgeführt. Nach Stimulation 
und Lyse der Zellen wurden 800µl des Lysats zunächst in einem sogenannten 
„Preclearing“-Schritt für eine Stunde bei 4°C in ei nem Über-Kopf-Rotierer mit 
25µl ProteinG-Sepharose [GE Healthcare, Uppsala, S] inkubiert, um 
unspezifisch bindende Proteine aus dem Lysat zu eliminieren. Anschließend 
wurde das Lysat bei 4°C und 14000 rpm für eine Minu te zentrifugiert, der 
Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Dieses aufgereinigte Lysat 
wurde nun mit 4µl PY20-Antikörper [sc-508; Santa Cruz Biotechnology, Santa 
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Cruz, USA] und 25µl ProteinG-Sepharose bei 4°C über  Nacht im Über-Kopf-
Rotator inkubiert. Danach wurde die Sepharose durch einminütige 
Zentrifugation bei 14.000 rpm sedimentiert und der Überstand verworfen.  
Das Antigen (in diesem Fall das zu analysierende Protein) wird durch den 
Antikörper-Sepharose-Komplex immobilisiert, wodurch eine Isolation aus der 
Gesamtproteinmenge möglich ist. Es folgte dreimaliges Waschen mit 800µl 
RIPA-Puffer, der Protease-Inhibitoren und Vanadate enthielt, mit 
anschließender Zentrifugation. Danach wurde das Pellet mit 25µl eines 1:1-
Gemisches aus 2x Lämmli-Puffer (+ 1% Mercaptoethanol) und RIPA-Puffer für 
fünf Minuten gekocht, wodurch die Proteine von der Sepharose abgelöst 
wurden. Durch die Präzipitation kommt es zur Aufkonzentrierung der 
Proteinmenge des gesuchten Proteins, die in eine SDS-PAGE eingesetzt 
werden kann. Das SDS-Gel wurde mit einer Hamilton-Pipette beladen, um die 
Sepharose-Kugeln vom Lysat zu trennen. Der Antikörper wurde über die SDS-
PAGE von den präzipitierten Proteinen getrennt. 
 
 
3.4 Oberflächen-Biotinylierung 
 
Die Oberflächen-Biotinylierung ist ein Nachweisverfahren für zelluläre Proteine 
mit extrazellulärer Domäne; im Rahmen dieser Arbeit wurde die Methode zur 
Bestimmung der Menge des in der Membran befindlichen 
Neurotrophinrezeptors TrkA verwendet. 
Nach entsprechender Vorbehandlung der Zellen (Prestarving, Stimulation) 
wurden die Zellkulturschalen zweimal mit 1xPBS gewaschen und anschließend 
auf Eis gestellt. Nun folgte eine 30-minütige Inkubation mit Biotin (250µg/ml in 
1xPBS) [Pierce, Rockford, USA], anschließend zur Stabilisierung des Rezeptor-
Biotin-Komplexes eine 20-minütige Inkubation mit Glycin (10mM in 1xPBS) 
[Roche, Mannheim, D]. 
Nach dreimaligem Waschen mit 1xPBS erfolgte dann eine Lyse entsprechend 
dem RIPA-Protokoll (siehe Abschnitt „Zelllyse“). Nach der Lyse wurden dann 
30µl des Lysates direkt mit 30µl 2xLämmli (+ DDT) aufgekocht (sog. „straight 
lysate“), 800µl des Lysates mit 25µl Streptavidin-beads [Pierce, Rockford, USA] 
über Nacht im Über-Kopf-Rotator bei 4°C präzipitier t. Anderntags erfolgte dann 
Material und Methoden 
 16 
die Sedimentation der Streptavidin-beads, die das Biotin binden, wodurch die 
Isolation der biotinylierten Oberflächenproteine aus dem Lysat ermöglicht wird, 
per Zentrifugation bei 14.000 rpm und die Aufreinigung durch dreimaliges 
Waschen mit RIPA-Puffer mit anschließender erneuter Zentrifugation. Nach 
dem letzten WaschschrItt wurde mittels Hamilton-Pipette jeglicher Lysepuffer 
entfernt und die Streptavidin-beads mit 2xLämmli (+DDT) aufgekocht; 
anschließend wurden die Proben per SDS-PAGE und Western Blot 
ausgewertet. 
 
 
3.5 SDS-PAGE: (Sodium Dodecylsulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis) 
 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophese erlaubt die Auftrennung der Proteine 
nach ihrer molekularen Masse. Das eingesetzte diskontinuierliche Gelsystem 
nach U.K. Lämmli (Laemmli, 1970) ermöglicht dabei eine besonders hohe 
Auflösung der Proteine. 
Eine vorangehende Proteinkonzentrationsbestimmung mittels eines BCA-Kits 
[Pierce, Rockford, USA] ermöglichte das Auftragen von annähernd gleich 
großen Proteinmengen auf das Gelsystem. 
In dem biphasischen System erfolgt nach Anlage von Spannung (60V für das 
Sammelgel; 200V für das Trenngel) dann zunächst die Aufkonzentrierung der 
Proteine und die Ausbildung einer scharfen Lauffront („protein-stacking“) im 
Sammelgel unter sauren Bedingungen. Im basischen Trenngel kommt es dann 
zur Ausbildung distinkter Banden entsprechend der molekularen Masse der 
Proteine. 
Es wurden, angepasst an die Masse der zu untersuchenden Proteine, Gele 
unterschiedlicher Acrylamid- und Bisacrylamidkonzentration angefertigt; 
höherprozentige Gele erlauben dabei eine schärfere Auflösung von Proteinen 
kleinerer molekularer Masse (z.B. Gele mit 12,5% Acrylamid-/Bisacrylamid für 
das Protein Erk), während Proteine mit großem molekularem Gewicht besser in 
geringer konzentrierten Gelen differenziert werden können (z.B. 7,5% 
Acrylamid-/ Bisacrylamid für das Protein TrkA). 
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Ein jeweils zusätzlich aufgetragener Proteinstandard, der Banden bei 
spezifischen molekularen Gewichten erzeugt, ermöglichte dann die Zuordnung 
der Banden zu ihren molekularen Massen und somit die Identifizierung der zu 
analysierenden Proteine. 
 
 
3.6 Western Blot 
 
Nach Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE erfolgte in einem „Wet-Blot-
System“ der Transfer von dem Acrylamidsammelgel auf eine 
Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran [Millipore, Billerica, USA] oder 
Nitrocellulose-Membran [Sarstedt, Nümbrecht, D]. 
Dazu wurde nach entsprechender Vorbehandlung der Membranen (PVDF 
„presoaking“ mit: 1min Methanol, 2min Wasser, dann Transferpuffer; 
Nitrozellulose: Transferpuffer) ein sog. „Sandwich“ aus dem Sammelgel und der 
Membran, sowie auf beiden Seiten jeweils Whatman-Blotpapier und 
Schwämmen, aufgebaut. 
In einer „Tank-Blot“-Vorrichtung, die mit Transferpuffer gefüllt wurde, erfolgte 
dann das eigentliche „blotting“ bei 4°C entweder fü r eine Stunde bei 35V oder 
über Nacht bei 8V. 
Nach dem Transfer wurde eine Färbung mit PonceauS, welches Proteine 
reversibel anfärbt, durchgeführt, um erstens den Transfer zu kontrollieren und 
zweitens die Fixierung der Proteine auf der Membran zu optimieren. 
 
 
3.7 Immunodetektion 
 
Zunächst wurden die Membranen mit 5% Magermilchpulver [Merck, Darmstadt, 
D] in Tris-Buffered-Saline/0,05% Tween-20 (TBS-T) inkubiert, so dass eine 
unselektive Blockierung von Antigenen erfolgte und anschließende 
unspezifische Bindungen der Antikörper mit der Membran verhindert wurden 
(sog. „Blocking“) {cave: Blocking bei Surface Biotinylation nur mit biotinfreiem 
BSA}. 
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Durch dreimaliges Waschen mit TBS-T wurde die überschüssige 
Blockinglösung entfernt. 
Nun folgte die Inkubation der Membran mit dem jeweiligen hochselektiven 
Primärantikörper, der gegen das „protein of interest“ gerichtet war und der 
entsprechend den Herstellerangaben im zutreffenden Lösungsmittel verdünnt 
wurde, bei 4°C über Nacht. 
Danach wurde die Membran fünfmal mit TBS-T gewaschen und anschließend 
für eine Stunde bei RT mit dem jeweiligen Meerrettichperoxidase-konjugierten 
Sekundärantikörper inkubiert; je nach Spezies aus der der Primärantikörper 
isoliert wurde goat-anti-rabbit (7,5ng/ml) oder goat-anti-mouse (3,75ng/ml) 
[Pierce, Rockford, USA] in 5% Milch/TBS-T-Lösung. 
Danach folgte erneut fünfmaliges Waschen mit TBS-T und anschließende 
Inkubation der Membran mit der Chemilumineszenzreagenz SuperSignal West 
Pico Substrate [Pierce, Rockford, USA] oder mit dem wesentlich sensitiveren 
SuperSignal West Femto Maximum Sensitvity Substrate [Pierce, Rockford, 
USA] für fünf Minuten, die durch enzymatische Reaktion mit der HRP ein Signal 
im blauen Wellenlängenbereich abgibt, das auf einem Röntgenfilm [Pierce, 
Rockford, USA] detektiert wurde. Die Expositionszeiten der Röntgenfilme mit 
den Membranen variierten dabei je nach gewünschter Signalstärke. 
 
 
3.8 Transfektion 
 
Einige Immunfluoreszenzexperimente setzten vorherige Transfektion voraus. 
So wurden NNR-5-Zellen, die kein endogenes TrkA exprimieren, mit einem 
TrkA-Plasmid transfiziert. 
Die höchste Transfektionseffizienz wurde dabei mit dem Reagenz 
Lipofectamine LTX [Invitrogen, Carlsbad, USA] erzielt. 
Für die Transfektion von NNR-5 Zellen in 1ml DMEM/FCS auf 24-Loch-Platten 
wurden 0,5µg DNA, 0,5µl Plus Reagent [Invitrogen, Carlsbad, USA] und 1,25µl 
Lipofectamine LTX Reagent verwendet. Die Transfektion erfolgte in dem 
serumfreien Medium Opti-MEM I [Invitrogen, Carlsbad, USA]. Zur Einschätzung 
der Transfektionseffizienz wurde immer ein Kontrollansatz mit einem GFP-
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gekoppelten Plasmid nach 24-stündiger Inkubation überprüft. Drei bis sechs 
Stunden nach der Transfektion erfolgte ein Mediumswechsel. 
 
 
3.9 Indirekte Immunfluoreszenz 
 
Für die indirekte Immunfluoreszenz wurden die Zellen zunächst auf poly-L-Lysin 
beschichteten 12mm Deckgläsern in 24-Loch-Platten angezüchtet. Es wurden 
dabei nach vorheriger Zählung mittels Neubauer-Kammer 100.000-150.000 
Zellen pro well ausgesät. Für den HA-Uptake-Assay (s. 3.10) erfolgte 24 
Stunden nach Aussaat die Transfektion (s. 3.8). 
Für die eigentliche Immunfluoreszenz wurden die Zellen zunächst vorsichtig 
zweimal mit Phosphat buffered Saline (PBS) [Dulbecco`s Phosphate buffered 
Saline, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA], gewaschen, anschließend erfolgte 
während einer zehnminütigen Inkubation mit 4%-igem Paraformaldehyd (PFA) 
in PBS die so genannte Fixierung der Zellen. Nach erneutem dreimaligem 
Waschen mit PBS wurden die Zellen dann für eine halbe Stunde in einer 
Lösung aus PBS/1%BSA und 0,1% TritonX-100 inkubiert, um unspezifische 
Bindungsstellen zu blockieren und die Zellmembranen zu permeabilisieren.  
Nach drei Waschzyklen mit PBS wurden die Zellen nun über Nacht bei 4°C mit 
dem Primärantikörper in PBS-Lösung inkubiert (cave: bei Verwendung mehrer 
Primärantikörper müssen diese aus verschieden Spezies isoliert worden sein). 
Anderntags folgte erneutes Waschen mit PBS mit anschließender einstündiger 
Inkubation mit dem Sekundärantikörper (je nach Spezies des Primärantikörpers 
und in verschiedenen Fluoreszenzfarben) und Hoechst 33342 (zur Anfärbung 
der Zellkerne) in PBS-Lösung. 
Abschließend wurde dreimal mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen, bevor 
die Deckgläser auf Objektträgern in Immomount-Mounting Medium [Dako, 
Carpinteria CA, USA] invers eingebettet wurden und schlussendlich durch 
Umrandung mit Nagellack fixiert wurden. 
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3.10 HA-TrkA-Uptake-Assay 
 
Mittels des HA-Uptake-Assays ist eine fluoreszenzmikroskopische Darstellung 
des internalisierten TrkA-Rezeptors in verschiedenen Zellkompartimenten 
möglich. 
Für diesen Assay wurden zunächst NNR-5-Zellen mit einem HA-TrkA-Plasmid 
transfiziert (s. 3.8). 48 Stunden post transfectionem konnte dann der eigentlich 
Uptake-Assay begonnen werden, indem zuerst die Zellen dreimal mit sterilem 
PBS und zweimal mit sterilem DMEM/0,1%BSA gewaschen wurden. Dann 
erfolgte für zwei Stunden ein sog. „prestarving“ in serumfreiem DMEM/0,1% 
BSA bei 37°C. Gemäß der Fragestellung des jeweilige n Versuches folgte 
danach die Stimulation mit den entsprechenden Substanzen. Anschließend 
wurde der HA-Antikörper in DMEM/ 0,1% BSA (Konzentration 1:100) für eine 
Stunde bei 4°C appliziert. 
Zur Entfernung des überschüssigen Antikörpers wurde anschließend zweimal 
mit kaltem DMEM/BSA gewaschen. Nun wurde der gegen das HA-Tag 
gerichtete Fluoreszenzfarbstoff-markierte Sekundärantikörper (anti-HA) für eine 
halbe Stunde bei 4°C mit den Zellen inkubiert, dana ch wiederum zweimal mit 
DMEM/BSA gewaschen. 
Durch einen anschließenden „shift“ der Zellen auf 37°C und eine der 
Fragestellung entsprechende Stimulation der Zellen wurde nun die 
Internalisierung des HA-TrkA induziert. 
Adaptiert an die erwartete Zeitspanne bis zur Kolokalisation des HA-TrkA mit 
der gewünschten Zellorganelle wurde nun bei 37°C in kubiert (z.B. 30 Minuten 
für Kolokalisation von TrkA mit early endosomes). Dann erfolgte eine Fixierung 
der Zellen mit Paraformaldehyd und weitere Prozessierung analog zu 
Immunfluoreszenz; ggf. eine Inkubation mit weiteren Antikörpern oder Markern 
(vgl. IF, s. 3.9). 
 
 
3.11 Mikroskopie 
 
Zur Auswertung der Immunfluoreszenzen wurde das inverse Fluoreszenz-
mikroskop Axiovert 200M (Carl Zeiss Jena, D) verwendet.  
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Durch den Einsatz verschiedener optischer Filter mit definierten Wellenlängen 
ist eine selektive Anregung der an die Sekundärantikörper gekoppelten 
Fluoreszenzfarbstoffe möglich. Die Erweiterung mit dem ApoTome-Modul 
ermöglichte die Anfertigung überstrahlungsfreier optischer Schnitte.  
Digitale Aufnahmen wurden mit der AxioCam MRm gemacht und konnten mit 
der AxioVisionRel. 4.5 – Software weiterbearbeitet und ausgewertet werden. 
 
3.12 Tabellarisches Verzeichnis der verwendeten Materialen  
 
3.12.1 Zelllinien:  
 
Tabelle 1: Zelllinien 
PC12 Phäochromozytomzellen, Ratte Department of Neurobiology, 
Stanford University School of 
Medicine, USA 
NNR5 TrkA-Rezeptor defizienter 
PC12-Zellklon 
Prof. M. Fainzilber, Weizman 
Institute of Science, Rehovot, 
Israel 
CHO Chinese Hamster Ovary (CHO)-
Cells 
Invitrogen, Carlsbad, USA 
 
 
3.12.2 Zellkultur-Medien und Zusätze 
Tabelle 2: Zellkulturmedien 
Bovines Serum Albumin Fraktion V Roche, Mannheim, D 
Dulbecco´s modified Eagle´s Medium-
High Glucose 
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Fetal Bovine Serum (South America 
Origin) 
Biowest, Nuaillé, Fr 
Goat Serum Donor Herd Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
Lipofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA 
NGF (human) Genentech, San Francisco, USA 
Opti-MEM I with Glutamax Invitrogen, Carlsbad, USA 
Poly-L-Lysin (70000-150000kD) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
1x Trypsin-EDTA Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
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3.12.3 Puffer und H20-Lösungen für die Biochemie 
 
Tabelle 3: Puffer und Lösungen 
Tris-Cl, pH 6,8 0,5M 1ml 
Glycerin  99% 0,8ml 
SDS  10% 1,6ml 
Bromphenolblau 0,38g 
2x Lämmli-Ladepuffer 
H2O 4ml 
Tris  250mM 30g 
Glycin 1,9M  144g 
SDS 1% w/v 10g 
10x Laufpuffer für 
SDS-Page 
H2O 1l 
Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline 95,5g 10x PBS (pH 7,4) 
H2O 1l 
10x PBS (pH 7,4) 100ml 1x PBS (pH 7,4) 
H2O 900ml 
Tris 50mM 6,06g  
NaCl 150mM 8,77g  
Natriumdeoxycholat 0,5% m/v 5,0g  
Nonidet P-40 1% v/v 10ml  
SDS 0,1% w/v 1,0g  
RIPA-Lysepuffer 
H2O ad 1l 
Tris 500mM 6,0g 
SDS 0,4% w/v 0,4g 
4x Sammelgel-Puffer 
(pH 6,8) H2O ad 100ml 
Tris 100mM 12,11g 
NaCl 1,5M 87,66g 
10x TBS (Tris-
buffered Saline) (pH 
8,0)  
H2O ad 100ml 
Tris 250mM 30g 
Glycin 1,9M 144g 
10x Transfer-Puffer 
H2O ad 1l 
10x Transfer-Puffer 100ml 
Methanol 200ml 
1x Transfer-Puffer 
H2O ad 1l 
Tris 1,5M 18,15g 
SDS 0,4% w/v 0,4g 
4x Trenngel-Puffer 
(pH 8,8) H2O ad 100ml 
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3.12.4 Antikörper 
 
3.12.4a Primärantikörper 
 
Tabelle 4: Primärantikörper 
anti-AKT IgG rabbit RAb Cell Signalling Technology (CST), 
Danvers, USA 
anti-pAKT IgG rabbit RAb CST, Danvers, USA 
anti-ERK IgG rabbit RAb CST, Danvers, USA 
anti-pERK IgG mouse MAb CST, Danvers, USA 
anti-HA.11 IgG rabbit MAb Covance, Berkeley, USA 
anti-HA IgG mouse MAb Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 
anti-TrkA IgG rabbit RAb Upstate, Charlottesville, USA 
anti-pTrkA IgG Rabbit RAb Cell Signalling Technology 
 
 
3.12.4b Sekundärantikörper Immunoblotting 
 
Tabelle 5: Sekundärantikörper Immunoblotting 
HRP-conjugated goat-anti-mouse IgG Pierce, Rockford, USA 
HRP-conjugated goat-anti-rabbit IgG Pierce, Rockford, USA 
 
 
3.12.4c Sekundärantikörper Immunfluoreszenz 
 
Tabelle 6: Sekundärantikörper Immunfluoreszenz 
goat-anti-mouse IgG-Alexa-488 Invitrogen, Carlsbad, USA 
goat-anti-mouse IgG-Alexa-350 Invitrogen, Carlsbad, USA 
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4 Ergebnisse 
 
 
4.1 Untersuchungen zur Proteinphosphorylierung 
 
4.1.1 Einfluss von LPA auf die NGF-induzierte Aktivierung von TrkA 
 
Nach Bindung des spezifischen TrkA-Rezeptor-Liganden ‚nerve growth factor’ 
(NGF) kommt es zur Dimerisierung und Autophosphorylierung und damit zur 
Aktivierung des Rezeptors (Jing et al., 1992; Cunningham et al., 1997). Da NGF 
das Auswachsen von Neuriten stimuliert und RhoA-Aktivatoren (wie z.B. MAG 
und Nogo) das Neuritenwachstum blockieren, sollte untersucht werden, 
welchen Effekt der RhoA-Aktivator LPA auf die neuriten-induzierende 
Signaltransduktion von NGF/TrkA hat. Dazu sollte zunächst geprüft werden, ob 
Lysophosphatidsäure die NGF induzierte Phosphorylierung (resp. die 
Aktivierung) des TrkA-Rezeptors beeinflusst.  
Es wurde die Ratten-Phäochromozytomzelllinie PC12 verwendet, da diese 
sowohl endogen TrkA als auch LPA-Rezeptoren exprimiert (Kaplan et al., 
1991b; Shiono et al., 1993). Es wurden Zeitreihen (time-courses) mit kultivierten 
PC12-Zellen durchgeführt, wobei jeweils ein Teil der Zellen eines 
Doppelansatzes für 20 Minuten mit LPA vorinkubiert wurde, der andere jedoch 
nicht. Anschließend wurden die Zellen für unterschiedlich lange Zeitintervalle (5, 
10, 20, 30, 40, 60, 90 Minuten und Negativkontrolle ohne Stimulation) mit NGF 
stimuliert. Dann wurden Zelllysate hergestellt und durch Immunoblotting auf die 
Tyrosin-Phosphorylierung (Y490) des NGF-Rezeptors TrkA untersucht.  
Die in Abbildung 4 dargestellten Ergebnisse zeigen zunächst die Abhängigkeit 
der Phosphorylierungslevel des TrkA-Rezeptors von der NGF-Stimulation. So 
findet sich phosphoryliertes TrkA nur in den mit NGF stimulierten Zellen (siehe 
Spuren 9 und 10, deren Lysate nicht mit NGF stimuliert wurden und die auch 
keine Banden für pTrkA zeigen, im Gegensatz zu den übrigen Spuren, deren 
Lysate allesamt mit NGF stimuliert wurden und die alle eine pTrkA-Bande 
zeigen). 
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Zweitens lässt sich ein zeitabhängiger Effekt bezüglich der nachzuweisenden 
Menge an phosphoryliertem TrkA erkennen: je kürzer das Stimulationsintervall 
mit NGF ist, desto größer ist die detektierbare Menge an phosphoryliertem 
pTrkA (siehe Spuren 1 und 2, in denen nur für 5 Minuten mit NGF stimuliert 
wurde und die wesentlich stärkere Banden zeigen als z.B. im Vergleich die 
Spuren 15 und 16, in denen für 90 Minuten mit NGF stimuliert wurde). 
 
NGF (min) 5                     10                20             40    
IB: α-pTrkA
IB: α-pTrkA
IB:α-TrkA
1          2          3         4       5         6          7          8
LPA    ▬ +        ▬ +       ▬ +       ▬ +
9         10       11       12       13      14        15       16
IB:α-TrkA
LPA    ▬ +      ▬ +       ▬ +       ▬ +
NGF (min)
NGF (min) __ 30 60 90
5 10 20 40
 
Abbildung 4: Phosphorylierung von TrkA in Abhängigkeit von NGF und LPA-Stimulation 
PC12-Zellen wurden für fünf Stunden in einem sog. prestarving-Schritt in DMEM+0,1%BSA 
ausgehungert; anschließend wurde ein Teil des Doppelansatzes mit 10µmol LPA für 20 Minuten 
stimuliert, bevor dann die Stimulation mit 50ng/ml NGF für die angegebenen Zeiträume 
durchgeführt wurde. Nach Lyse der Zellen erfolgte die SDS-Gelelektrophorese mit 
anschließendem Western Blot und Detektion der TrkA- und pTrkA-Level mittels entsprechender 
Antikörper im Immunoblot.  
Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten 
Experimenten dar. 
 
Zeitabhängig ist auch der Effekt von LPA auf die NGF induzierte 
Phosphorylierung des TrkA; während nach kurzer Stimulationsdauer (5 
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Minuten) mit NGF eine marginal stärkere Phosphorylierung des TrkA bei der 
nicht mit LPA vorinkubierten Probe im Vergleich zur mit LPA inkubierten Probe 
zu erkennen ist (Spuren 1 und 2), so wandelt sich dieses Verhältnis mit 
zunehmender NGF-Stimulationsdauer: nach 20-minütiger NGF-Stimulation 
(Spuren 5 und 6) ist eine deutlich stärkere Bande in der Spur (6) zu detektieren, 
deren Zellen vor der Lyse mit LPA inkubiert wurden. Dieser Effekt, mit höheren 
Phosphorylierungsleveln von TrkA bedingt durch die mit LPA vorinkubierten 
Zellen im Vergleich zu den nur mit NGF stimulierten Zellen, lässt sich auch für 
alle weiteren, späteren Zeitpunkte ( 30, 40, 60, 90 Minuten) zeigen (siehe 
Spuren 7 und 8, sowie 11-16). Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass 
der RhoA-Aktivator LPA die Signaltransduktion von NGF via TrkA, gemessen 
an der TrkA Tyrosin-Phosphorylierung, verstärkt. 
 
 
4.1.2 Einfluss von LPA auf die NGF-induzierte Aktivierung von TrkA 
Immunopräzipitation von phospho-Tyrosin-Residuen 
 
Zur Bestätigung der Ergebnisse der TrkA-Phosphoblots wurden zudem 
Immunopräzipitationen durchgeführt, um durch eine Aufkonzentrierung des 
protein of interest stärkere spezifische Banden zu erhalten. 
Nach gleicher Vorbehandlung wie für die Phosphoblots wurden die Zellen nach 
der Lyse mit einem anti-phospho-Tyrosin-Antikörper (PY20; Santa Cruz, #sc-
508) immunopräzipitiert. Im Immunoblot erfolgte die Detektion dann mit einem 
anti-TrkA-Primärantikörper (Upstate; Charlottesville, USA, #06-574). 
Die Ergebnisse der Immunopräzipitation für phospho-TrkA (Abb. 5) bestätigen 
die Phospho-TrkA-Blots (Abb. 4). Es zeigt sich wiederum, dass die Menge an 
phosphoryliertem TrkA im besonderen Maße von der Stimulationsdauer mit 
NGF abhängig ist: kurze NGF-Stimulationsdauern bewirken größere Mengen an 
phosphoryliertem TrkA als lange (siehe Spuren 3 und 4 mit 10-minütiger NGF-
Stimulation und deutlich stärkeren Banden als die 40-minütige NGF-Stimulation, 
dargestellt in den Spuren 7 und 8). Ebenso wird die Zeitabhängigkeit des LPA-
Effekts auf die zelluläre pTrkA-Proteinmenge offensichtlich: nach 5-minütiger 
NGF-Stimulation zeigt sich, dass in den Zellen, die nicht mit LPA vorinkubiert 
wurden, diskret mehr phosphoryliertes TrkA vorhanden ist (vgl. Spuren 1 und 
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2). Nach 10-minütiger NGF-Stimulation sind die Level an pTrkA in beiden (mit 
und ohne LPA-Vorinkubation) Proben annähernd gleich groß (siehe Spuren 3 
und 4). Nach 20- bzw. 40-minütiger NGF-Stimulation ist der Gehalt an 
phosphoryliertem TrkA in den Zellen größer, die mit LPA inkubiert wurden 
(siehe Spuren 6-8). 
 
1           2         3         4       5         6          7        8
IP: α-pY20
IB: α-TrkA
Lysate,
IB: α-TrkA
LPA ▬ +        ▬ +       ▬ +       ▬ +
NGF (min) 5                     10                  20           40    
 
Abbildung 5: Phosphorylierung von TrkA in Abhängigkeit von NGF und LPA-Stimulation 
PC12-Zellen wurden für fünf Stunden in einem sog. prestarving-Schritt in DMEM+0,1%BSA 
ausgehungert; anschließend wurde ein Teil des Doppelansatzes mit 10µmol LPA für 20 Minuten 
stimuliert, bevor dann die Stimulation mit 50ng/ml NGF für die angegebenen Zeiträume 
durchgeführt wurde. Nach Lyse der Zellen erfolgte zunächst die Immunopräzipitation mit einem 
anti-phospho Tyrosin-Antikörper, anschließend dann die SDS-Gelelektrophorese mit 
anschließendem Western Blot und Detektion der TrkA-Level mittels entsprechenden 
Antikörpers im Immunoblot.  
Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten 
Experimenten dar. 
 
 
4.1.3 Wirkung von LPA auf die Phosphorylierung von TrkA „downstream“-
Faktoren 
 
Nach Aktivierung vermittelt der TrkA-Rezeptor zelluläre Effekte über die 
Phosphorylierung einer Vielzahl von nachgeschalteten Proteinen (Obermeier et 
al., 1993a). Von besonderer Bedeutung in der intrazellulären Signalkaskade 
von TrkA sind einerseits die Serin/Threonin-Kinase PKB (auch Akt genannt), die 
Ergebnisse 
 28 
anti-apoptotische Effekte vermittelt (Vaillant et al., 1999), und andererseits die 
MAP-Kinasen Erk1 (p42) und Erk2 (p44), die Proliferation und Differenzierung 
bewirken (Meakin et al., 1999). Um einen etwaigen Einfluss von LPA auf das 
NGF/TrkA-Signalling zu evaluieren, wurden deshalb die Phosphorylierungslevel 
dieser beiden sogenannten downstream-Faktoren des TrkA mittels Phospho-
Blots untersucht. Es wurden die oben beschriebenen Zeitreihen (siehe 3.1.1) 
mit unterschiedlich langer NGF-Stimulationsdauer (0, 5, 10, 20, 30, 40, 60, 90 
Minuten) und gegebenenfalls zusätzlicher LPA-Stimulation in PC12-Zellen 
durchgeführt. 
 
 
4.1.3a Phosphorylierung der TrkA-downstream-Kinase Akt in 
Abhängigkeit von LPA und NGF-Stimulation 
 
Aus Abbildung 6 wird ersichtlich, dass die Phosphorylierung von Akt sowohl in 
Abhängigkeit von NGF als auch von LPA erfolgt. In Spur 9, in der Lysat aus 
weder mit NGF noch mit LPA stimulierten Zellen aufgetragen wurde, zeigt sich 
folgerichtig keine Bande für pAkt. 
Dahingegen sorgt auch die alleinige LPA-Stimulation schon für einen diskreten 
Anstieg an phosphoryliertem Akt in den PC12-Zellen (siehe Spur 10). 
Stimulation mit NGF ohne zusätzliche Gabe von LPA (siehe z.B. Spur 1) 
induziert ebenfalls die Phosphorylierung von Akt; im Vergleich bewirkt NGF 
aber wesentlich höhere Mengen an phosphoryliertem Akt in den Zellen als LPA, 
erkennbar an den wesentlich stärkeren Banden (vgl. Spur 1 und 10). 
Außerdem zeigt sich, dass NGF und LPA einen synergistischen Effekt auf den 
zellulären Gehalt an pAkt haben, denn Kostimulation mit NGF und LPA führt für 
alle dargestellten Zeitpunkte zu stärkeren Banden als die alleinige Stimulation 
mit nur einer der beiden Substanzen. 
Im Übrigen zeigt sich, dass die Level an phosphoryliertem Akt schnell nach der 
Stimulation mit NGF und/oder LPA ansteigen (vgl. Spur 1 und 2: kräftiges 
Signal bereits 5 Minuten nach Stimulation mit NGF) und für den beobachteten 
Zeitraum auch auf einem konstanten Niveau bleiben: so zeigt sich kein 
wesentlicher Abfall des Gehalts an pAkt nach 90-minütiger Stimulation im 
Vergleich zu 5-minütiger Stimulation mit NGF (vgl. Spuren 1 und 15). 
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Als Fazit lässt sich festhalten, dass LPA einen verstärkenden Effekt auf die 
NGF induzierte Phosphorylierung von Akt hat. 
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Abbildung 6: Phosphorylierung von Akt in Abhängigkeit von NGF und LPA-Stimulation 
PC12-Zellen wurden für fünf Stunden in einem sog. prestarving-Schritt in DMEM+0,1%BSA 
ausgehungert; anschließend wurde ein Teil des Doppelansatzes mit 10µmol LPA für 20 Minuten 
stimuliert, bevor dann die Stimulation mit 50ng/ml NGF für die angegebenen Zeiträume 
durchgeführt wurde. Nach Lyse der Zellen erfolgte die SDS-Gelelektrophorese mit 
anschließendem Western Blot und Detektion der Akt- und pAkt-Level mittels entsprechender 
Antikörper im Immunoblot.  
Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten 
Experimenten dar. 
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4.1.3b Phosphorylierung der TrkA-downstream-Kinasen Erk1/2 in 
Abhängigkeit von LPA und NGF-Stimulation 
 
Neben PKB/Akt waren auch die Veränderungen des Phosphorylierungslevels 
der MAP-Kinasen Erk1/2, zwei weiteren wichtigen Proteinen in der NGF/TrkA-
Signalkaskade, nach NGF und LPA-Stimulation Zielpunkt der Untersuchungen. 
Hierzu wurden ebenfalls die oben beschriebenen Zeitreihen in PC12 Zellen 
durchgeführt (siehe 4.1.1). 
 
IB: 
α-pErk
IB: 
α-panErk
1          2         3          4 5          6        7        8
IB: 
α-pErk
IB: 
α-panErk
LPA ▬ +       ▬ +       ▬ +       ▬ +
9         10       11       12         13        14       15    16
NGF (min) 5                     10                 20             40    
LPA ▬ +      ▬ +       ▬ +       ▬ +
NGF (min) - 30                 60                    90    
 
 
Abbildung 7: Phosphorylierung von Erk1/2 (pMAPK) in Abhängigkeit von NGF und LPA-
Stimulation 
PC12-Zellen wurden für fünf Stunden in einem sog. prestarving-Schritt in DMEM+0,1%BSA 
ausgehungert; anschließend wurde ein Teil des Doppelansatzes mit 10µmol LPA für 20 Minuten 
stimuliert, bevor dann die Stimulation mit 50ng/ml NGF für die angegebenen Zeiträume 
durchgeführt wurde. Nach Lyse der Zellen erfolgte die SDS-Gelelektrophorese mit 
anschließendem Western Blot und Detektion der Erk- und pErk-Level mittels entsprechender 
Antikörper im Immunoblot.  
Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei unabhängig durchgeführten 
Experimenten dar. 
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Aus den in Abbildung 7 dargestellten Ergebnissen lässt sich zunächst 
erkennen, dass die Phosphorylierung von Erk1/2 durch NGF (siehe Spur 1) und 
auch LPA (siehe Spur 10) induziert wird. In Spur 9, in der weder mit LPA noch 
mit NGF stimuliert wurde, ist dagegen keine Bande zu sehen. 
Die alleinige Stimulation mit LPA bewirkt einen sehr diskreten Anstieg von 
pErk1/2 in den Zellen (vgl. Spur 10), Stimulation mit NGF alleine sorgt im 
Gegensatz dazu für einen wesentlich höheren zellulären Gehalt an pErk1/2 (vgl. 
Spuren 10 und 1). Die pErk1/2-Proteinmenge in den Lysaten ist zudem 
abhängig von der Stimulationsdauer mit NGF: so sind die größten Mengen an 
phosphoryliertem Erk bereits nach 5-minütiger NGF-Stimulation nachweisbar 
(Spuren 1 und 2) und fallen vergleichsweise schnell wieder ab (vgl. die Banden 
der Spuren 1 und 2 von Lysaten von Zellen, die nur 5 Minuten stimuliert 
wurden, mit den Banden der Spuren 15 und 16, deren Zellen für 90 Minuten mit 
NGF inkubiert wurden). 
Wie für pAkt (Abb. 7) und pTrkA (Abb. 4 und 5) zeigt sich auch für den 
zellulären Gehalt an pErk ein additiver Effekt von LPA und NGF: das heißt, 
Kostimulation der PC12-Zellen mit NGF und LPA bewirkt zu allen untersuchten 
Zeitpunkten eine höhere Proteinmenge von pErk1/2 als die alleinige Stimulation 
mit nur einer der beiden Substanzen.  
 
 
4.2 Untersuchungen zur TrkA-Rezeptorinternalisierung  
(Oberflächenbiotinylierung) 
 
Nach Bindung des spezifischen Liganden NGF an den TrkA-Rezeptor kommt 
es zur Dimerisierung und anschließenden schnellen Internalisierung des 
Rezeptors. Nach Aufnahme in clathrin-coated vesicles und der nachfolgenden 
Prozessierung (sorting) in early endosomes aktiviert das Rezeptordimer 
intrazellulär distinkte Signalwege wie den ERK1/2 Signalweg. Die 
Oberflächenbiotinylierung mit einem nicht membran-permeablen, biotinylierten 
crosslinker ist eine Methode, um reziprok Unterschiede internalisierter 
Rezeptormengen nachzuweisen, da nur die an der Oberfläche befindlichen 
Rezeptoren präzipitiert und mittels Western Blot nachgewiesen werden.  
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In Abbildung 8 sind die Ergebnisse der Oberflächenbiotinylierung dargestellt. Es 
zeigt sich, dass die Stimulation mit NGF wie erwartet zu wesentlich geringeren 
Mengen an präzipitiertem Oberflächen-TrkA führt (siehe Spuren 1 und 2). Aus 
den Lysaten der Zellen, die nicht mit NGF stimuliert wurden, lässt sich 
dahingegen deutlich mehr Oberflächen-TrkA präzipitieren, da der unstimulierte 
Rezeptor von den Zellen nicht internalisiert wird (Spuren 3 und 4).  
 
Straight lysate,
IB: α-TrkA
IP: Streptavidin
IB: α-TrkA
1          2         3         4
LPA ▬ +       ▬ +      
NGF             +                  -
 
Abbildung 8: Oberflächenbiotinylierungs-Assay zur Analyse der TrkA-
Rezeptorinternalisierung in Abhängigkeit von NGF und LPA-Stimulation 
PC12-Zellen wurden für fünf Stunden in einem sog. prestarving-Schritt in DMEM+0,1%BSA 
ausgehungert; anschließend wurde ein Teil des Doppelansatzes mit 10µmol LPA für 20 Minuten 
stimuliert, bevor dann wiederum für einen Teil des Doppelansatzes die Stimulation mit 50ng/ml 
NGF für 10 Minuten erfolgte. Anschließend wurde der Oberflächen-Biotinylierungs-Assay 
durchgeführt, danach erfolgte die SDS-Gelelektrophorese der Assay-Lysate sowie der direkten 
Lysate mit darauffolgendem Western Blot und Detektion der TrkA-Level mittels entsprechenden 
Antikörpers im Immunoblot. Der gezeigte Blot stellt ein repräsentatives Ergebnis von drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten dar. 
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Die Stimulation der Zellen nur mit LPA (Spur 4) führt hingegen zu keinem 
offensichtlichen Unterschied der Menge an präzipitiertem TrkA im Vergleich zu 
Lysaten von gänzlich unstimulierten Zellen (Spur 3). 
Aus dem Vergleich der Banden der Spuren 1 und 2 wird ersichtlich, dass die 
Kostimulation der PC12-Zellen mit NGF und LPA (Spur 2) für das beobachtete 
NGF-Stimulationsintervall von 20 Minuten zu weniger präzipitiertem 
Oberflächen-TrkA führt (also eine größere Menge an TrkA internalisiert wird) als 
nur die solitäre Stimulation mit NGF (Spur 1). Interessanterweise hat LPA zu 
diesem Zeitpunkt auch einen deutlich verstärkenden Effekt auf die pTrkA-Level 
(siehe oben). 
Es lässt sich zusammenfassend feststellen, dass LPA einen deutlichen Effekt 
auf die TrkA-Oberflächenlevel nach NGF-Gabe, sprich auf das TrkA-trafficking, 
hat.  
 
 
4.3 Neuritenwachstum &-degeneration in Abhängigkeit von NGF und LPA 
 
PC12-Zellen gelten als Modell für eine neuronale Zelllinie, da sie nach 
Stimulation mit NGF einen neuronalen Phänotyp ausbilden. Es sollten nun die 
Auswirkungen einer LPA-Stimulation [für LPA ist eine neuritendegenerierende 
sowie eine morphologische Änderungen („cell-rounding“, „growth cone 
collapse“) induzierende Wirkung beschrieben (Tigyi und Miledi, 1992; Jalink et 
al., 1994)] auf mit NGF differenzierte bzw. undifferenzierte PC12-Zellen 
untersucht werden. 
Zur Beurteilung der Morphologie sowie zu Quantifizierung der Neuriten nach 
Differenzierung mit NGF und anschließender LPA-Stimulation wurden PC12-
Zellen zunächst auf Objektträgern ausgesät. Im Doppelansatz erfolgte danach 
die Differenzierung der Hälfte der Zellen mit NGF (50ng/ml) für 48 Stunden, 
wohingegen die andere Hälfte unstimuliert belassen wurde. Nach 48 Stunden 
wurden dann wiederum die Hälfte der differenzierten sowie die Hälfte der 
undifferenzierten Zellen mit LPA (10µmol) für 20 Minuten bzw. 60 Minuten 
stimuliert. Mithilfe der Durchlichtmikroskopie wurden im Anschluß sowohl 
morphologische Unterschiede als auch eine Quantifizierung der 
neuritentragenden Zellen durchgeführt. 
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Aus Abbildung 9 C sind die morphologischen Veränderungen, die nach einer 
Differenzierung der PC12-Zellen mit NGF auftreten, ersichtlich: es kommt zur 
Ausbildung eines neuronalen Phänotyps mit einem Axonwachstum, deutlich 
sichtbarem Nucleolus sowie einer diskreten Volumenzunahme des Somas im 
Vergleich zu unstimulierten Zellen. PC12-Zellen bilden ebenfalls zu einem 
gewissen Prozentsatz spontan, d.h. ohne Differenzierung mit NGF, Neuriten 
aus; ein Umstand, der der Herkunft der Zelllinie aus Rattenphäochromozytomen 
mit hochregulierten Differenzierungs- und Proliferationssystemen geschuldet ist; 
die spontan wachsenden Neuriten sind jedoch deutlich kürzer und weniger 
mächtig als die der differenzierten Zellen (vgl. Abb. 9 B/C). Nach Zugabe von 
LPA lassen sich gravierende morphologische Änderungen beobachten: es 
kommt allgemein zu einer Abrundung der Zellen, sowie insbesondere bei den 
undifferenzierten Zellen zu einem massiven Verlust von Zellfortsätzen. Generell 
lässt sich zudem in den nicht mit LPA behandelten Ansätzen eine höhere 
Zelldichte beobachten, eventuell durch einen durch LPA bedingten 
Ablösungsprozess der Zellen vom Untergrund. 
Auffallend ist der Unterschied an neuritentragenden Zellen in den 
undifferenzierten (nicht NGF-stimulierten) Ansätzen (s. Abb. 9 A): der Anteil 
neuritentragender Zellen im Ansatz ohne LPA-Stimulation beträgt ~9%, nach 
Zugabe von LPA lassen sich noch lediglich in ~1,5% der Zellen Axone 
nachweisen. Bei den differenzierten PC12-Zellen ist der LPA-Effekt nach einer 
20-minütigen Stimulation nicht so ausgeprägt wie bei den undifferenzierten 
PC12-Zellen: im Ansatz mit LPA-Stimulation finden sich ~15,5% Zellen mit 
Axonen im Vergleich zu ~17,5% neuritentragender Zellen im Ansatz ohne LPA-
Stimulation. Dies ist einerseits möglicherweise dem relativ kurzen 
Stimulationsintervall mit LPA (20 Minuten Inkubation) geschuldet, andererseits 
könnte dies auch ein Hinweis darauf sein, dass das durch NGF-bedingte 
Neuritenwachstum beständiger und „stabiler“ als das spontane Axonwachstum 
ist. Nach einer 1-stündigen Inkubation der differenzierten PC12-Zellen mit LPA 
tragen lediglich ~10,3% der Zellen Neuriten, dies ist wiederum ein auffallender 
Unterschied im Vergleich zu dem nicht mit LPA-stimulierten Ansatz.  
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Abbildung 9: Neuritenwachstumsanalyse, Neuritenlänge sowie morphologische 
Veränderungen in PC12-Zellen nach NGF und LPA-Stimulation 
Für die Analyse des Einflusses von NGF und LPA auf das Neuritenwachtums, bzw. die 
Neuritendegeneration, wurden PC12-Zellen auf pLL-beschichteten Deckgläsern ausgesät. 
Anschließend wurde ein Versuchsansatz für 48 Stunden mit NGF (50ng/ml) 
stimuliert/differenziert, der andere unstimuliert belassen. 
Es erfolgte dann am 3.ten Tag ebenfalls im Doppelansatz eine 20-/bzw. 60-minütige Inkubation 
mit LPA (10µmol). Mithilfe der Durchlichtmikroskopie wurden im Anschluß je Ansatz 400 Zellen 
ausgezählt, sowie die Morphologie der Zellen (siehe C) beurteilt. Zellen mit Fortsätzen, deren 
Länge mindestens einen Zelldurchmesser betrug, wurden als neuritentragende Zellen gewertet 
(siehe A). Ebenso wurde repräsentativ die Länge der Neuriten ermittelt (siehe B). Balken geben 
die Standardabweichung vom Mittelwert dreier unabhängiger Experimente an. 
 
Bezüglich der Länge der Neuriten lässt sich aussagen, dass die differenzierten 
Zellen längere Axone tragen als die undifferenzierten (durchschnittlich 15µm im 
Vergleich zu 45µm). Nach Stimulation mit LPA lässt sich sowohl für 
differenzierte als auch für undifferenzierte PC12-Zellen eine diskrete Abnahme 
der durchschnittlichen Axonlänge beobachten: Axone undifferenzierter Zellen 
ohne LPA-Stimulation maßen durchschnittlich 15,5µm im Vergleich zu einer 
Axonlänge von 15,2µm bei LPA-stimulierten Zellen. Die Axonlänge mit NGF 
differenzierter Zellen ohne nachfolgende LPA-Stimulation betrug 
durchschnittlich 46,7µm im Vergleich zu 45,5µm Axonlänge bei mit für 20 
Minuten LPA stimulierten Zellen, bzw. einer deutlich reduzierten Axonlänge von 
durchschnittlich 33,18µm bei einer 60-minütigen LPA-Stimulation. 
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4.4 Untersuchungen zum Trafficking und zur Lokalisation von TrkA in 
Abhängigkeit von LPA-Stimulation  
 
Mithilfe der indirekten Immunfluoreszenz sollte das trafficking sowie die 
subzelluläre Lokalisation des TrkA-Rezeptors in Abhängigkeit von LPA-
Stimulation näher untersucht werden. Dass LPA einen Effekt (verminderte 
Internalisierung oder aber auch vermehrtes Recycling) auf das trafficking hat, 
konnte schon in den Oberflächenbiotinylierungsassays (s. Abb. 8) gezeigt 
werden. Mithilfe der indirekten Immunfluoreszenz sollte nun eingehender 
untersucht werden in welcher Weise das trafficking verändert wird. 
Dazu wurden PC12-Zellen zunächst transient mit einem HA-getaggten TrkA-
Konstrukt transfiziert. Anschließend wurde ein HA-uptake-Assay durchgeführt, 
da erstens dieser Assay ein etablierter Test zur Untersuchung der 
Internalisierung von Rezeptoren ist und zweitens der gegen das HA-Tag 
gerichtete Antikörper den Vorteil einer pH-Resistenz bietet und somit auch im 
sauren Milieu der Endosomen/Lysosomen weiterhin an den Rezeptor gebunden 
bleibt. Nach der Transfektion wurde im Doppelansatz immer eine Hälfte der 
Zellen für 20 Minuten mit LPA (10µmol) stimuliert, die andere unstimuliert 
belassen. Danach folgte wiederum eine Stimulation mit NGF (50ng/ml) einer 
Hälfte der Zellen; je nach zu untersuchendem Zellkompartiment wurde dabei 
unterschiedlich lange mit NGF stimuliert (z.B. 15 Minuten für early endosomes, 
bzw 45 Minuten für late endosomes). Der gegen das HA-Tag gerichtete 
Antikörper wurde vor den jeweiligen Stimulationen hinzugegeben, um eine 
Bindung an den Rezeptor zu ermöglichen. Nach Beendigung der Stimulation 
wurden die Zellen dann fixiert und permeabilisiert, um letztlich die Inkubation 
mit den primären sowie den sekundären fluoreszenz-markierten Antikörpern 
durchzuführen. 
Allgemein lässt sich in allen Ansätzen zeigen, dass der TrkA-Rezeptor in 
Abhängigkeit einer NGF-Stimulation internalisiert wird. Zwar kommt es in dem 
in vitro Modell durch die Transfektion mit einem TrkA-Konstrukt zu einer 
Überexpression des TrkA-Rezeptors und damit zur Induktion einer 
Autophosphorylierung und Dimerisierung der Rezeptoren, die zu einer 
Internalisierung derselben führt. So sind die TrkA-Rezeptoren in den nicht mit 
NGF-stimulierten Ansätzen vornehmlich (d.h. vorbehaltlich der durch die 
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Überexpression bedingten Dimerisierung und Internalisierung) an der 
Zellmembran lokalisiert.  
 
 
Abbildung 10: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit dem 
typischen Zellmebranprotein Cadherin 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 15 Minuten). Nach der Permeabilisation und Fixierung der Zellen 
wurden dann das Zellmembranprotein Cadherin mit einem spezifischen, primären Antikörper 
markiert; letztlich erfolgte die Markierung der primären Antikörper mit Alexa-Fluor-markierten 
Sekundärantikörper: 
Rot: HA-TrkA  Grün: Cadherin  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran  : internalisiertes TrkA 
 
Zum Vergleich wurden Immunfluoreszenzen mit Antikörpern gegen die 
ebenfalls an der Zellmembran lokalisierten Proteine Cadherin und epidermal 
growth factor-receptor (EGFR) durchgeführt (s. Abb.10 und 11) – es zeigt sich, 
dass der TrkA-Rezeptor nach NGF-Stimulation internalisiert wird, in 
+LPA 
- NGF
+LPA 
+NGF
- LPA 
+NGF
- LPA 
- NGF
HA -TrkA Cadherin Merge
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unstimulierten Zellen hingegen überwiegend an der Zellmembran lokalisiert ist. 
Cadherin (s. Abb.10) und EGFR (s. Abb. 11) werden nach NGF oder LPA-
Stimulation nicht internalisiert. 
 
 
Abbildung 11: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit dem 
typischen Zellmembranprotein EGFR 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 15 Minuten). Nach der Permeabilisation und Fixierung der Zellen 
wurden dann das Zellmembranprotein epidermal growth factor receptor (EGFR) mit einem 
spezifischen, primären Antikörper markiert; letztlich erfolgte die Markierung der primären 
Antikörper mit Alexa-Fluor-markierten Sekundärantikörper: 
Rot: HA-TrkA  Grün: EGFR  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran  : internalisiertes TrkA 
HA - TrkA EGFR Merge 
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In den Studien zum trafficking des TrkA-Rezeptors zeigen sich deutliche LPA-
abhängige Effekte: es kommt zu einer veränderten Aufnahme in die 
physiologischerweise in den Internalisierungsprozess involvierten 
Zellorganellen. Aus Abbildung 12 wird ersichtlich, dass der TrkA-Rezeptor nach 
der Internalisierung in early endosomes aufgenommen wird – in dem nur mit 
NGF stimulierten Ansatz zeigt sich eine Kolokalisation des TrkA mit den early 
endosome antigen-1 (EEA1)-markierten Vesikeln. Bei einer Kostimulation mit 
NGF und LPA hingegen zeigt sich erstens eine diffuse Aufnahme des 
Rezeptors nach intrazellulär (im Gegensatz zu der klar in Vesikeln definierten 
Aufnahme ohne die LPA-Stimulation) und zweitens kommt es zu keiner 
Kolokalisation von TrkA-Rezeptors mit den EEA1-markierten Vesikeln, 
entsprechend einer gestörten Aufnahme des Rezeptors in dieses Organell. 
Ähnlich verhält sich dies bei Betrachtung der late endosomes (Markierung mit 
dem spezifischen Antikörper gegen CD63, s. Abb. 13): bei der alleinigen 
Stimulation mit NGF kommt es zu einer deutlichen Kolokalisation der 
internalisierten TrkA-Rezeptoren mit den late endosomes, nach vorangehender 
LPA-Stimulation hingegen findet sich eine reduzierte und diffusere 
Internalisierung der TrkA-Rezeptoren sowie deutlich weniger Kolokalisationen 
zwischen den internalisierten TrkA-Rezeptoren und den late endosomes. Durch 
die Autophosphorylierung des TrkA-Rezptors, die durch die 
transfektionsinduzierte Überexpression des TrkA-Rezeptors bedingt ist, kommt 
es auch zu einem geringen Teil in den nicht mit NGF oder LPA-stimulierten 
Zellen zu einer Internalisierung mit Aufnahme in die Endozytosevesikel (s. Abb. 
12, 13 und 14). 
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Abbildung 12: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit 
Frühen Endosomen 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 15 Minuten für early endosomes). Nach der Permeabilisation und 
Fixierung der Zellen wurden dann die Frühen Endosomen mit einem spezifischen, 
Primärantikörper (Early Endosome Antigen 1, EEA1) markiert; letztlich erfolgte die Markierung 
der primären Antikörper mit Alexa-Fluor-markierten Sekundärantikörper: 
Rot: HA-TrkA   Grün: EGFR  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran  : internalisiertes TrkA 
: Frühe Endosomen  : in Frühen Endosomen internalisiertes TrkA 
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Abbildung 13: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit 
Späten Endosomen 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 45 Minuten für late endosomes). Nach der Permeabilisation und 
Fixierung der Zellen wurden dann die Späten Endosomen mit einem spezifischen 
Primärantikörper (CD63) markiert; letztlich erfolgte die Markierung der primären Antikörper mit 
Alexa-Fluor-markierten Sekundärantikörper: 
Rot: HA-TrkA  Grün: Späte Endosomen  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran  : internalisiertes TrkA 
: Späte Endosomen  : in Späten Endosomen internalisiertes TrkA 
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Abbildung 14: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit 
recycling endosomes 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 45 Minuten für recycling endosomes). Vor der Permeabilisation und 
Fixierung der Zellen wurden dann die recycling endosomes mit einem spezifischen Marker 
(Transferrin) markiert; letztlich erfolgte die Färbung der primären Antikörper mit Alexa-Fluor-
markierten Sekundärantikörper: 
Rot: recycling endosomes  Grün: HA-TrkA  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran  : internalisiertes TrkA 
: recycling endosomes : in recycling endosomes internalisiertes TrkA 
 
Bei Betrachtung der recycling endosomes (Markierung mit Transferrin, s. Abb. 
14) lässt sich ebenso eine verminderte Kolokalisation zwischen TrkA-
Rezeptoren und den Vesikeln nach vorhergehender LPA-Behandlung und 
anschließender NGF-Stimulation im Vergleich zu einer alleinigen NGF-
Stimulation feststellen. Durch die Autophosphorylierung und anschließende 
Internalisierung lassen sich auch in nicht mit NGF-stimulierten Zellen einige 
internalisierte Rezeptoren registrieren, die im nicht mit LPA-stimulierten Ansatz 
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mit den recycling endosomes kolokalisieren, im mit LPA-stimulierten Ansatz 
hingegen nicht. Dies unterstreicht nochmals die durch eine vorangehende LPA-
Exposition veränderte Aufnahme von TrkA-Rezeptoren in Endozytosevesikel. 
Als Epiphänomen lässt sich bei der Untersuchung der recycling endosomes 
eine größere Menge an Transferrin in den Zellen nach LPA-Stimulation 
feststellen; ein Hinweis auf den vermehrten Zellstress nach einer LPA-
Exposition. 
Bei der Untersuchung der Lysosomen (markiert mit Lysotracker, s. Abb. 15) 
ergibt sich bezüglich der Lokalisation nach der Internalisierung allerdings kein 
relevanter Unterschied: sowohl nach als auch ohne LPA-Kostimulation findet 
sich eine vergleichbare Menge an Kolokalisationen zwischen den 
internalisierten TrkA-Rezeptoren und den Lysosomen; möglicherweise da die 
Lysosomen die Endstrecke (Degradation der Rezeptoren) des 
Internalisierungsprozesses darstellen und die Degradation der internalisierten 
Rezeptoren durch LPA nicht gestört wird. 
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Abbildung 15: Indirekte Immunfluoreszenz zur Analyse der Lokalisation des TrkA-
Rezeptors in Abhängigkeit einer NGF-/LPA-Stimulation: Kolokalisationsanalysen mit 
Lysosomen 
PC-12 Zellen wurden mit einem HA-TrkA-Konstrukt transient transfiziert. Anderntags erfolgten 
nach dem uptake des HA-Antikörpers die angegebenen Stimulationen (LPA: 10µmol für 20 
Minuten; NGF: 50ng/ml für 45 Minuten für Lysosomen). Vor der Permeabilisation und Fixierung 
der Zellen wurden dann die Lysosomen mit einem spezifischen fluoreszenzmarkierten Marker 
(Lysotracker) angefärbt, letztlich erfolgte die Färbung des HA-Antikörpers mit Alexa-Fluor-
markierten Sekundärantikörper: 
Grün: HA-TrkA    Rot: Lysotracker  Blau: Hoechst 33342 (Nukleus) 
: Zellmembran   : internalisiertes TrkA 
: Lysosomen    : in Lysosomen internalisiertes TrkA 
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5 Diskussion 
 
 
5.1 Veränderung und Modulierung der NGF/TrkA-Signaltransduktion 
durch Lysophosphatidsäure (LPA) 
 
Die in den Western Blot Analysen (siehe Abb. 4 und 5) nachgewiesenen 
erhöhten Level von phosphoryliertem TrkA (pTrkA) nach der Kostimulation von 
PC12-Zellen mit LPA und NGF, im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit NGF, 
könnten möglicherweise durch eine Rezeptortransaktivierung von TrkA-
Rezeptoren durch LPA zu erklären sein. So konnte bereits für einige Liganden 
von G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) gezeigt werden, dass sie auch 
Wachstumsfaktor- und Neurotrophinrezeptoren transaktivieren können. Lee und 
Chao zeigten dies für Adenosin (2001) und ‚pituitary adenylate cyclase-
activating polypeptide’ (PACAP) (2004): Nach Stimulation von PC12-Zellen 
fanden sie sowohl erhöhte Level von pTrkA als auch des downstream 
lokalisierten Akt. Diese Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass retrograde 
Signaltransduktion von Neurotrophinrezeptoren nicht nur allein durch 
Neurotrophine bedingt werden kann, sondern z.B. auch durch Liganden von 
GPCR, die Neurotrophinrezeptoren transaktivieren können (Rajagopal und 
Chao, 2004).  
Ein wichtiger Unterschied zwischen der vorliegenden Studie und den von Chao 
und Lee untersuchten GPCR-Liganden ist allerdings, dass die Stimulation von 
PC12-Zellen mit LPA alleine an den untersuchten Zeitpunkten per se keine 
TrkA-Phosphorylierung bewirkt (siehe Abb. 4: Spuren 9 und 10, nach 20-
minütiger LPA-Stimulation). Vielmehr führt eine LPA-Kostimulation bei 
zusätzlich mit NGF stimulierten Zellen zu einer Modulierung der 
Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors im Sinne einer Verstärkung und 
Prolongation der Phosphorylierung (siehe Abb. 4). Denkbar ist allerdings, dass 
eine Transaktivierung der TrkA-Rezeptoren durch LPA zu einem anderen 
Zeitpunkt als zu dem beobachteten zu detektieren wäre. Dass möglicherweise 
eine Transaktivierung des TrkA-Rezeptors durch LPA stattfindet, zeigten 
Moughal et alii (2004), die erhöhte pTrkA-Level nach alleiniger LPA-Stimulation 
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von PC12-Zellen detektieren konnten. Der Nachweis einer direkten Bindung 
von LPA an TrkA-Rezeptoren mittels z.B. Massenspektroskopie ist bis zum 
jetzigen Zeitpunkt aber noch nicht gelungen.  
Wie die vorliegenden Ergebnisse zeigen, kommt es bei der Modulierung der 
TrkA-Rezeptor-Signaltransduktion, respektive der putativen Transaktivierung 
des TrkA-Rezeptors durch LPA, anders als bei der Transaktivierung durch 
andere GPCR-Liganden (Adenosin, PACAP, s.o), nicht nur zur Aktivierung des 
PI3-kinase/Akt-Wegs, sondern auch zur Induktion des Ras-/MAPK-pathway. 
Das heißt, dass nicht nur Überlebenssignale (via Akt-pathway) vermittelt 
werden, sondern auch Proliferations- und Differenzierungssignale (via MAPK), 
welche eigentlich ein Hauptmerkmal des Wachstums- und Neurotrophin-
signallings sind.  
Eine Aktivierung der intrazellulären Kinasen erfolgt aber auch über das eigene 
LPA-Rezeptorsystem der Zellen (s. Abb. 2), so dass einige intrazelluläre 
Signalmoleküle wahrscheinlich auch synergistisch, das heißt sowohl durch die 
Trk-Kaskade als auch die LPA-Kaskade, aktiviert werden. Durch diese 
Mechanismen erklären sich möglicherweise einerseits die erhöhten pTrkA-Level 
in PC12-Zellen nach Stimulation mit LPA und NGF, andererseits auch die 
Erhöhung der phosphorylierten Formen der abhängigen downstream-Faktoren 
wie Akt und Erk 1/2. 
In den durchgeführten Untersuchungen ergaben sich aber auch deutliche 
Unterschiede in der Kinetik der Signaltransduktion: während NGF für eine sehr 
schnelle Aktivierung von Trks sorgt (<1min, s. Abb. 4), vermittelt der GPCR-
Ligand LPA eine langsamere, dafür aber auch länger anhaltende 
Aufrechterhaltung und Verstärkung der NGF-induzierten Phosphorylierung (s. 
Abb. 4, Spuren 15 und 16). Diese Unterschiede in der Kinetik konnten auch für 
andere GPCR-Liganden (z.B. Adenosin) gezeigt werden (Lee und Chao, 2004). 
Dies ließe sich einerseits durch eine Modulierung des TrkA-signalling und 
trafficking (siehe 4.2), andererseits durch eine Rezeptortransaktivierung (s.o.) 
erklären. 
Es lässt sich also festhalten, dass LPA als Ligand eines GPCR fähig ist den 
Trk-Rezeptor nach Kostimulation mit NGF länger anhaltend zu phosphorylieren. 
Einerseits lässt sich das an den erhöhten pTrk-Leveln in PC12-Zellen nach 
NGF- und LPA-Stimulation ablesen, auf der anderen Seite an dem vermehrten 
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downstream-signalling des Rezeptors. Zusätzlich scheint es aber auch durch 
gleichsinnige Signalwege einerseits des NGF als andererseits des LPA auch zu 
einem synergistischen Effekt auf intrazelluläre Kinasen zu kommen (gleiche 
downstream-Faktoren, wie z.B. Akt und Erk 1/2, in den intrazellulären 
Signalwegen, vgl. Abb. 1 und 2), da eine Kostimulation mit beiden Substanzen 
immer zu deutlich mehr intrazellulären Effekten führt als eine solitäre 
Stimulation mit nur einer der beiden Substanzen. Ob dieser Augmentation der 
TrkA-Phosphorylierung eine Transaktivierung durch LPA, wie für andere GPCR-
Liganden beschrieben, oder eine Modulation des signalling und trafficking oder 
womöglich eine Kombination beider Effekte zugrunde liegt, ist noch nicht in 
Gänze geklärt. 
 
 
5.2 Wie beeinflusst LPA das TrkA-Signalling? 
 
Aus den Western Blot Analysen der Zeitreihen von PC12-Zellen, die jeweils im 
Doppelansatz alternierend mit LPA und für unterschiedliche Zeitspannen 
zusätzlich mit NGF stimuliert wurden (s. Abb. 4), wird ersichtlich, dass die 
Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors einer gänzlich anderen Kinetik unterliegt, 
je nachdem ob diese allein durch NGF oder auch durch eine LPA-Kostimulation 
induziert wird. Während der spezifische TrkA-Ligand NGF eine sehr schnelle 
Phosphorylierung bewirkt (höchste Phosphorylierungslevel bereits nach 
weniger als einer Minute Stimulation), bewirkt eine Kostimulation mit LPA eine 
langsamere, dafür aber auch länger anhaltende NGF-induzierte TrkA-
Phosphorylierung (Maximalwerte nach ca. 30 Minuten, s. Abb. 4, Spuren 11 
und 12). 
Diese Prolongation der Phosphorylierung war über den gesamten beobachteten 
Zeitraum nachweisbar, so ist z.B. nach einer 90-minütigen Kostimulation mit 
NGF und LPA eine bedeutend höhere pTrkA-Menge vorhanden als nach einer 
alleinigen Stimulation nur mit NGF. 
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Dies könnte möglicherweise durch den Einfluss von LPA auf das trafficking des 
NGF/TrkA bedingt sein:  
1) durch die Veränderungen des Zytoskeletts wird der Transport von TrkA 
zu den intrazellulären Organellen verändert, in denen die 
Dephosphorylierung stattfindet (siehe 5.3) 
2) das „Recycling“ des Rezeptors zur Oberfläche ist ebenso durch 
Umbauvorgänge des Zytoskeletts verändert (siehe 5.3) 
3) LPA hat möglicherweise auch einen Einfluss auf die Aktivität der pTrkA-
Phosphatase(n), sowie auch auf Phosphatasen der downstream 
lokalisierten Moleküle (z.B. Akt und Erk 1/2) (siehe unten) 
4) wenig wahrscheinlich scheint eine Koaktivierung/Transaktivierung des 
TrkA-Rezeptors durch LPA, die längere Zeit benötigt als die Aktivierung 
des TrkA durch den hochspezifischen Liganden NGF (bislang konnte 
noch keine direkte Bindung von LPA an den TrkA-Rezeptor gezeigt 
werden, siehe 5.1) 
Momentan scheint aufgrund der erhaltenen Daten eine durch LPA induzierte 
und RhoA vermittelte Zytoskelettveränderung als „mechanische“ Erklärung am 
wahrscheinlichsten zu sein: die in der Literatur charakterisierten Modifikationen 
(Bishop und Hall, 2000) des Zytoskeletts nach LPA Stimulation (vgl. 5.3) 
scheinen einen veränderten Transport des phosphorylierten TrkA zu den 
Endosomen zu bewirken, in denen die Dephosphorylierung stattfindet (siehe 
Abb. 12, 13 und 14) – zumindest für die beobachteten Zeiträume scheint dabei 
die Degradation der TrkA-Rezeptoren (in Lysosomen) nicht verändert, da die 
Gesamtlevel an TrkA im Western Blot ausnahmslos konstant sind (s. Abb. 4 
und 5) und sich auch in den Immunfluoreszenz-Assays zur 
Kolokalisationsanalyse zwischen internalisiertem TrkA und Lysosomen keine 
Unterschiede zwischen mit LPA stimulierten und unstimulierten Zellen zeigen 
(s. Abb. 15). Dies führt möglicherweise zu einer Prolongation des TrkA-
signallings durch verlängerte Phosphorylierung des Rezeptors und damit 
konsekutiv auch zu einem verlängerten downstream-signalling. 
Über beeinflusstes trafficking aufgrund von zytoskelettalen Veränderungen 
könnte möglicherweise auch die Herunterregulierung der TrkA-Rezeptoren an 
der Zelloberfläche im Sinne eines verminderten Rezeptorrecyclings aus 
Endosomen zurück zur Zelloberfläche erklärt werden (siehe Abb. 14: 
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verminderte Kolokalisation von recycling endosomes mit internalisierten TrkA-
Rezeptoren nach Kostimulation von PC12-Zellen mit NGF und LPA im 
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit NGF; vgl. auch 5.3 Rezeptor-trafficking). 
Ein möglicher weiterer Erklärungsansatz ist ein putativer Einfluss von LPA auf 
Phosphatasen: die als spezifische TrkA-Phosphatasen identifizierten ‚Src 
homology Phosphatase 1’ (SHP-1) (Marsh et al., 2003) und ‚Protein Tyrosine 
Phosphatase Receptor Type Z’ (Ptprz) (Shintani und Noda, 2008) könnten 
durch LPA oder durch Signalmoleküle, die in die Signalkaskade involviert sind, 
herunterreguliert werden und so, durch eine verminderte Phosphataseaktivität, 
eine länger anhaltende Phosphorylierung des TrkA-Rezeptors und seiner 
abhängigen downstream-Moleküle bewirken. Ebenso wäre eine negative 
Regulation der spezifischen Akt-Phosphatase ‚Phosphatase and tensin 
homologue deleted on Chromosome Ten’ (PTEN) (Musatov et al., 2004) mit der 
Folge einer längeren und stärkeren Phosphorylierung des Akt im Anschluss an 
eine Aktivierung der Signalkaskaden denkbar.  
 
 
5.3 Der Einfluss von LPA auf das Rezeptor-trafficking 
 
Der Oberflächenbiotinylierungs-Assay (s. Abb. 8) zeigt, dass die Kostimulation 
von PC12-Zellen mit LPA und NGF zu geringeren Leveln von TrkA an der 
Zelloberfläche führt als eine alleinige Stimulation mit NGF. Eine solitäre 
Stimulation mit LPA hingegen führt im Vergleich zur unstimulierten 
Negativkontrolle zu keinem Unterschied bei der Internalisierung des TrkA-
Rezeptors. Diese Ergebnisse sind vereinbar mit entweder einer erhöhten TrkA-
Internalisierung oder aber einem verminderten Recycling von TrkA-Rezeptoren 
zurück zur Zelloberfläche nach einer Kostimulation der Zellen mit LPA und 
NGF. In Zusammenschau mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz-Assays 
(vgl. Abb. 10-15) ist letztere These zu favorisieren, denn es konnte gezeigt 
werden, dass die NGF induzierte Internalisierung des TrkA-Rezeptors durch 
eine Vorbehandlung der Zellen mit LPA verändert wird. So zeigten sich deutlich 
weniger Kolokalisationen zwischen TrkA und den Endozytose-Organellen, die in 
das trafficking des TrkA-Rezeptors involviert sind, wenn die Zellen mit LPA 
vorbehandelt wurden im Vergleich zu nur mit NGF stimulierten Zellen. 
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Insbesondere die verminderte Aufnahme von TrkA in die recycling endosomes 
(s. Abb. 14) könnte erklären, dass es zu einem verminderten Rücktransport des 
TrkA-Rezeptors zur Zelloberfläche kommt. In den Frühen Endosomen findet 
physiologischerweise nach der Internalisierung des Rezeptors in einem ersten 
Schritt eine „Sortierung“ statt (daher auch das Synonym: sorting endosomes), 
bei der sich entscheidet, ob die Rezeptoren zur Oberfläche zurücktransportiert 
werden oder aber über die Späten Endosomen und dann Lysosomen degradiert 
werden. Die Lokalisation der Rezeptoren in den Endosomen hat dabei einen 
modulierenden Effekt auf die Signaltransduktion: der gleiche Rezeptor kann von 
unterschiedlichen endosomalen Kompartimenten aus verschiedene Signalwege 
regulieren (sog. signalling endosome-Hypothese; Howe and Mobley, 2004). Für 
den TrkA-Rezeptor wird zum Beispiel postuliert, dass der Akt-Signalweg 
hauptsächlich über den an der Membran befindlichen Rezeptor, der MAPK-
Signalweg durch den in Endosomen befindlichen Rezeptor aktiviert wird (Zhang 
et al., 2000).  
Die Ausnahme stellt die Aufnahme in Lysosomen dar: bei diesem Zellorganell, 
in dem die Degradation der internalisierten Rezeptoren durch saure Hydrolasen 
erfolgt, ergaben sich keine relevanten Unterschiede bezüglich der Aufnahme 
zwischen einerseits nur mit NGF sowie andererseits mit LPA und NGF 
kostimulierten Zellen (s. Abb. 15). Konkordant dazu ergeben auch die Western 
Blot Analysen konstante Mengen an totalem TrkA mit und ohne eine LPA 
Stimulation (s. Abb. 4 und 5). 
Die downregulation der TrkA-Rezeptoren an der Zelloberfläche ist ein typischer 
NGF Effekt (Saxena et al., 2005a), der möglicherweise durch das alterierte 
trafficking des TrkA-Rezeptors in den Endosomen sowie den ebenfalls 
alterierten Rücktransport an die Zelloberfläche, die durch RhoA-vermittelte 
zytoskelettale Umbauvorgänge bedingt sein könnten, gestört wird.  
Dubreuil et alii (2003) konnten zeigen, dass nach einer Läsion des Myelons die 
GTPase RhoA in der Nähe der Läsion dramatisch hochreguliert wird. Da RhoA 
ein Schlüsselmolekül in der Regulation des Zytoskeletts ist, kommt es in diesem 
Zuge zur vermehrten Bildung von Aktinpolymeren (F-Aktin) (Bishop und Hall, 
2000) und zudem in den geschädigten Axonen zu einer eminenten Abnahme 
von Tubulinpolymeren (wohingegen die Gesamtmenge an Tubulin unverändert 
bleibt) (Mimura et al., 2006). Zusätzlich zu den bereits gut charakterisierten 
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Effekten der RhoA-Aktivierung auf die Reorganisation und Polymerisation des 
Aktin (Bishop und Hall, 2000), scheint diese Mikrotubulidepolymerisation, 
respektive die Verhinderung einer Neusynthese von Tubulinpolymeren, eine 
Schlüsselfunktion des RhoA zu sein (Mimura et al., 2006).  
Unter physiologischen Bedingungen würde eine Endozytose von TrkA-Dimeren 
nach der Bindung von NGF in clathrin-coated vesicles erfolgen, mit 
anschließender Prozessierung in early endosomes, late endosomes/multi 
vesicular bodies und letztendlicher Degradation in Lysosomen, wobei nicht alle 
internalisierten Rezeptoren degradiert werden, sondern teils durch einen 
prälysosomalen Transportschritt zurück zur Oberfläche „recyclen“ (Saxena et 
al., 2005a). Der retrograde Transport der Endosomen, in denen ein 
beträchtlicher Teil der TrkA-Signaltransduktion abläuft (Zhang et al., 2000), ist 
essentiell für die Übermittlung von Signalen aus der Peripherie zum Zellsoma 
und -nucleus (Grimes et al., 1996) und wird über einen Dynein/Mikrotubuli-
vermittelten Mechanismus bewirkt (Yano et al., 2001). In den Endosomen 
erfolgt eine Aktivierung der beiden MAP-Kinasen Erk1 und Erk2 (Zhang et al., 
2000), die, wie oben bereits erwähnt, einen wichtigen Mediator bei der 
Differenzierung von Neuronen und dem Aussprossen von Axonen darstellt. 
Unter physiologischen Bedingungen würde man also ein vermehrtes Wachstum 
von Axonen nach NGF/TrkA-Stimulierung erwarten. Das Wachstumssignal 
allerdings, das von aktivierten Erks ausgeht, ist jedoch möglicherweise zu 
schwach, um für ein stabiles Neuritenwachstum zu sorgen, wenn die 
Nervenzellen einem so potenten RhoA-Aktivator wie LPA ausgesetzt sind. Eine 
Inkubation von differenzierten PC12-Zellen mit LPA führt im Gegensatz sogar 
zu einer Retraktion der Neuriten und zu einer Rundung des Perikaryons (s. 
Abb. 9; Kranenburg et al., 1999), obwohl die wichtigen Überlebens- (z.B. Akt) 
und Differenzierungskinasen (MAPK) hochreguliert werden (s. Abb. 6 und 7).  
Ähnliche Effekte von LPA bzw. RhoA auf das signalling von 
Wachstumsfaktorrezeptoren konnten auch z.B. für den ‚epidermal growth factor 
receptor’ (EGFR) gezeigt werden: nach der Aktivierung der GTPase RhoA und 
konsekutiv ihres Effektors ROCK sowie Stimulation des Rezeptors mit seinem 
spezifischen Liganden ‚epidermal growth factor’ (EGF) kommt es zu einer 
prolongierten Phosphorylierung des EGF-Rezeptors. Im Unterschied zu 
unseren Ergebnissen bezüglich des TrkA-trafficking zeigten Kaneko et alii 
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(2005) aber, dass durch die RhoA-Aktivierung die Endozytose des EGFR 
vermindert wird: eine ROCK induzierte Endophilin-A-Phosphorylierung bewirkt, 
dass weniger EGFR-Cbl-Komplexe gebildet werden und es so zu verringerter 
Endozytose kommt. Dies führt dazu, dass eine größere Menge an 
phosphorylierten Rezeptoren an der Oberfläche für ein länger anhaltendes 
intrazelluläres signalling sorgt. Ebenso wie für TrkA konnte auch für den EGFR 
gezeigt werden, dass RhoA-Einfluß intrazellulär z.B. eine vermehrte und 
prolongierte Erk-Aktivierung bedingt (Ung et al., 2008). Ein gestörtes trafficking 
von Neurotrophinen, bedingt durch die zytoskelettalen Veränderung nach 
RhoA-Aktivierung, könnte also vermutlich zu der Inhibition der 
Axonregeneration nach traumatischer Läsion und RhoA-Aktivierung beitragen. 
Dass RhoA eine zentrale Rolle in der intrazellulären Signaltransduktion von 
myelin-basierten Axonwachstumsinhibitoren spielt, ist in letzter Zeit immer 
evidenter geworden, so dass der Entwicklung von spezifischen Inhibitoren der 
RhoA-Signaltransduktion in der Neuropharmakologie momentan ein 
besonderes Augenmerk gilt (Ibarra und Martiñó, 2009). Der 
Pathomechanismus, der für die RhoA vermittelte Inhibition der 
Axonregeneration verantwortlich zeichnet, ist zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht 
vollständig aufgeklärt.  
Möglicherweise kann das in unserem Modellsystem (NGF stimulierte PC12-
Zellen) nach LPA-Stimulation alterierte TrkA-trafficking auf RhoA-vermittelte 
Veränderungen im Zytoskelett zurückgeführt werden. Erstens könnte eine 
Depolymerisierung der Tubulinpolymere, bzw. eine Inhibition einer Neusynthese 
selbiger, bewirkt werden (Mimura et al., 2006), welches konsekutiv zu einem 
gestörten intrazellulären Transport führen würde, da die 
Mikrotubuli/Tubulinpolymere, die das gesamte Zytoplasma durchziehen, wichtig 
für den Transport der membranösen Organellen wie Endosomen sind (vgl. Abb. 
16). An den Mikrotubuli bewegen Transportproteine wie Dynein (in retrograder 
Richtung) oder Kinesin (in anterograder Richtung) die Organellen und ihren 
Inhalt, wie z.B. Überlebenssignale, zu ihrem Bestimmungsort. Zweitens führt die 
Hochregulierung der RhoA-Aktivität zur vermehrten Aktinpolymerisation (Bishop 
und Hall, 2000), dies führt einerseits zu der Formierung von stress-fibers und 
einer Retraktion von Axonen (Tigyi und Miledi, 1992), andererseits könnte die 
vermehrte Bildung von Aktinfibrillen auch zu Veränderungen der 
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Endozytoseaktivität und des intrazellulären Transports von Vesikeln führen. Die 
genauen Einflüsse des Aktins auf die Endozytose und den Transport 
membranöser Organellen sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollständig 
aufgeklärt, es werden einerseits Hypothesen aufgestellt, die einen fördernden 
Einfluss diskutieren, andererseits wird auch ein negativ regulierender Effekt 
erwogen: so könnte z.B. der Abschnürungsprozess der clathrin coated vesicles 
von der Zellmembran durch gerichtete Aktinreorganisation beschleunigt oder 
auch der intrazelluläre Transport der Vesikel forciert werden, andererseits ist es 
aber auch denkbar, dass das submembranöse Aktingeflecht zunächst 
„aufgeweicht“ werden muss, um die Endozytose überhaupt erst zu ermöglichen 
(Qualmann et al. 2000). 
Damit liegt die These nahe, dass in Zellen, die LPA oder einem anderen RhoA-
Aktivator ausgesetzt sind, der intrazelluläre Transport verändert ist. Es lässt 
sich vermuten, dass die verringerten Oberflächenlevel von TrkA nach 
Kostimulation mit LPA und NGF dadurch bedingt sein könnten, dass es 
zunächst zu einer NGF-induzierten Endozytose kommt, dann jedoch der 
physiologische Endozytoseprozess, insbesondere das „Recycling“ des 
Rezeptors zur Oberfläche, durch LPA-induzierte und RhoA-vermittelte 
zytoskelettale Veränderungen gestört wird (s. Abb. 14).  
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Abbildung 16: Internalisierung und endosomaler Transport des TrkA-Rezeptors 
Nach Bindung des spezifischen Liganden NGF dimerisiert der TrkA-Rezeptor (siehe 1) und wird 
in clathrin-coated vesicles internalisiert (siehe 2; TrkA kommt in der Zellmembran in sog. 
clathrin-coated pit’ konzentriert vor – siehe oberer Einschub). Anschließend erfolgt der 
Weitertransport in Endosomen (‚early-/late endosomes’), in denen die verschiedenen 
Signalkaskaden aktiviert werden und in denen ein Rezeptorrecycling zur Zelloberfläche 
stattfindet. Für den intrazellulären Transport der Endosomen ist Dynein verantwortlich, das sich 
mit seinen schweren Ketten an intakten Mikrotubulipolymeren in retrograde Richtung bewegt (s. 
3a). 
Durch LPA-Rezeptoraktivierung wird die kleine GTPase RhoA induziert, die eine 
Mikrotubulidepolymerisation bewirkt – die Folge ist möglicherweise erstens ein gestörter/ 
inhibierter endosomaler Transport (s. 3b), sowie zweitens auch ein gestörtes „Recycling“ des 
Rezeptors zurück zur Zelloberfläche. In welchem Ausmaß auch die durch RhoA-Aktivierung 
bedingten Aktinveränderungen (vermehrte Polymerisation) zu einem veränderten Endozytose- 
und Transportprozess beitragen, ist noch nicht vollständig aufgeklärt.  
Über retrograden Transport aus der Peripherie des Neurons werden dem Perikaryon z.B. 
Überlebens- und Differenzierungssignale übermittelt sowie essenzielle Zell-Zellinteraktionen 
vermittelt (s. unterer Einschub). 
Elektronenmikroskopie des Clathrin coated pit (oberer Einschub) verändert nach: 
http://www.zoology.ubc.ca/~berger/B200sample/unit_8_protein_processing/clathrin_pits.htm 
Schematische Darstellung des Neurons (unterer Einschub) verändert nach: 
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Neuron_-_annotated.svg 
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5.4 Mögliche Signifikanz unserer in vitro Ergebnisse für Axonregeneration 
in vivo 
 
Wie die durchgeführten Western Blot Analysen (s. Abb. 6 und 7) zeigen, führt 
die Stimulation von PC12-Zellen mit NGF zu einer Phosphorylierung von z.B. 
Akt und Erk 1/2, die durch eine Kostimulation mit LPA noch verstärkt wird. Aber 
auch eine alleinige Stimulation von PC12-Zellen mit LPA führt zu einer 
Phosphorylierung der beiden Serin/Threonin-Kinasen und damit konkomitant zu 
einer Aktivierung von Signalwegen, die entscheidend für Überleben, 
Differenzierung und Proliferation der Zellen sind (LPA scheint in dieser Hinsicht 
vielmehr bei Dysregulation sogar einen Faktor in der Tumorgenese, ähnlich 
einem Wachstumsfaktor, darzustellen). Andererseits induziert LPA über den 
RhoA vermittelten Weg aber auch zytoskelettale Veränderungen, wie die 
Depolymerisation von Tubulinpolymeren (Mimura et al., 2006) und die 
Formierung von Aktin-stress-fibers. Die morphologischen Veränderungen von 
Zellen, die mit LPA inkubiert wurden, wie zum Beispiel Axonretraktion, 
sogenanntes cell-rounding und Verlust von Lammelipodien, sind schon länger 
beschrieben (Tigyi und Miledi, 1992; siehe auch Abb. 9). Dies könnte ein 
Hinweis darauf sein, dass die RhoA vermittelten Zell- und 
Zytoskelettveränderungen überwiegen und daher trotz erhöhter Level von 
Überlebens- und Differenzierungssignalen eine Neuritendegeneration erfolgt.  
Die GTPase RhoA stellt dabei ein zentrales Molekül zur Regulation der 
Zellstruktur und –morphologie dar. Nach traumatischer Rückenmarksverletzung 
sind die Level von RhoA in dem geschädigten Gewebe massiv erhöht (Dubreuil 
et al., 2003). Die RhoA-Aktivierung kann dabei über eine ganze Reihe von 
Mediatoren getriggert werden: neben den myelinbasierten Faktoren MAG und 
Nogo sowie LPA kann eine Aktivierung auch durch inflammatorisch wirkende 
Moleküle wie Tumornekrosefaktor und Thrombin sowie auch den p75NTR 
ausgelöst werden (Dubreuil et al., 2003), der ebenfalls in PC12-Zellen 
exprimiert wird. Zusammenfassend lässt sich konstatieren, dass die Hemmung 
des Axonwachstums, sei es im Sinne einer Regeneration nach Trauma oder 
physiologisch während der Entwicklung des Nervensystems, einer durch viele 
Mechanismen kontrollierten Regulierung unterliegt. Es ist daher schon seit 
längerem Konsens, dass sich ein Modell für die Inhibition des Axonwachtums, 
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in dem nur ein einziges Molekül, das an seinen entsprechenden Rezeptor 
bindet, die Inhibition/Axonretraktion bewirkt, nicht aufrechterhalten lässt. 
Passend zu dieser Annahme ist, dass nicht nur hirneigene Moleküle, sondern 
auch andere Faktoren, wie z.B. Blutbestandteile, die nach Trauma in den Liquor 
gelangen, ein komplexes Geflecht aus Signalwegen und inflammatorischen 
Reaktionen auslösen, an deren Ende neben vielen anderen Effekten oftmals 
auch eine gestörte Axonregeneration steht (Fleming et al., 2006). 
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Abbildung 17: Zusammenfassung der putativen Wechselwirkung zwischen LPA und NGF 
1) LPA besitzt eine eigenes Rezeptorsystem: eine Schlüsselfunktion ist die Aktivierung der 
GTPase RhoA, diese sorgt für zytoskelettale Umbauvorgänge, die möglicherweise ein 
gestörtes trafficking des TrkA bewirken und so z.B. das Rezeptorrecycling zur 
Zelloberfläche sowie den Transport zu den Endo- und Lysosomen verzögern/ 
inhibieren. 
2) Eine Aktivierung der abhängigen intrazellulären Faktoren Akt und Erk erfolgt sowohl 
über die LPA als auch über die NGF/TrkA-Signaltransduktion 
3) LPA moduliert den aktivierten TrkA-Rezeptor im Sinne einer verlängerten und 
verstärkten Phosphorylierung; möglicherweise kann LPA den TrkA-Rezeptor auch 
transaktivieren. 
4) Eine verlängerte und verstärkte Phosphorylierung sowohl des TrkA als auch des Akt 
und Erk bei Kostimulation mit NGF und LPA könnte durch eine Hemmung der 
spezifischen Phosphatasen (z.B. der TrkA-Phosphatase SHP oder der Akt-
Phosphatase PTEN) in Abhängigkeit von LPA bedingt sein. 
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In dieser Arbeit wurde ein potentieller Regulationsmechanismus erforscht; mit 
Hilfe des potenten RhoA-Aktivators LPA sollten die Veränderungen der 
Signaltransduktion des NGF/TrkA-pathways unter RhoA-Aktivierung untersucht 
werden. Dadurch sollten Erkenntnisse über die Mechanismen, die in Axonen 
(growth cones) nach einem spinalen Trauma und konsekutiver RhoA-
Aktivierung durch MAG/Nogo sowie Trk-Aktivierung durch Neurotrophine 
stattfinden, gewonnen werden. Anhand eines in vitro-Modells sollten 
Erklärungsansätze für die von Myelin-basierten RhoA-Aktivatoren bedingte 
Axonretraktion (respektive die gestörte Axonregeneration) nach einem spinalen 
Querschnitttrauma in Abhängigkeit des Neurotrophin/Trk-Signalling gefunden 
werden. Es ergaben sich überraschend vielschichtige Effekte von LPA auf die 
NGF/TrkA-Signaltransduktion (vgl. Abb. 17), die weit über eine einfache 
Inhibition des Trk-signallings hinausgingen. Die vorliegenden Ergebnisse 
erweitern die Resultate vorheriger Studien anderer Arbeitsgruppen, 
insbesondere konnte erstmals ein Einfluss von LPA auf das TrkA-trafficking 
nachgewiesen werden. 
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6 Zusammenfassung  
 
 
Die Ursachen der fehlenden Regenerationsfähigkeit der Axone nach 
traumatischer Läsion des Myelons (aber auch z.B. nach ischämischer oder 
hämorrhagischer Traumatisierung) sind seit langer Zeit schon Thema intensiver 
Forschung. Wahrscheinlich ist diese nicht einer intrinsischen Unfähigkeit der 
Neurone zur Regeneration geschuldet, sondern liegt vielmehr an dem die 
Neurone umgebenden Milieu. Diese Hypothese wird durch die Entdeckung von 
Myelin-basierten Axonwachstumsinhibitoren unterstützt. In der vorliegenden 
Arbeit wurden an einem etablierten in vitro Modell die Alterationen der 
Neurotrophinsignaltransduktion (konkret des NGF/TrkA-signalling) nach 
Stimulation von PC12-Zellen mit Lysophosphatidsäure, welche als potenter 
Aktivator der GTPase RhoA bekannt ist, untersucht. RhoA gilt als putatives 
Schlüsselmolekül in der intrazellulären Signaltransduktion der Myelin-basierten 
Axonwachstumsinhibitoren wie z.B. Myelin-assoziiertes Glykoprotein oder 
Nogo. Gemäss der Ausgangshypothese dieser Arbeit zeigte sich in der Tat, 
dass LPA deutlich Effekte auf die NGF/TrkA-Signaltransduktion hat. 
Interessanterweise ergab sich jedoch eine Verstärkung bzw. Prolongation des 
TrkA-signallings durch LPA. Im Einzelnen ist der vollständige Mechanismus 
dieser Signalverstärkung noch nicht aufgeklärt, möglicherweise kommt es aber 
zu einer LPA-induzierten Wirkung auf das endosomale trafficking des TrkA 
und/oder TrkA-Phosphatasen, sowie zu einer Transaktivierung des TrkA-
Rezeptors durch LPA. Am wahrscheinlichsten scheint eine Veränderung des 
TrkA-Transports in signalling endosomes durch RhoA vermittelte zytoskelettale 
Veränderungen nach Aktivierung der GTPase durch LPA. RhoA-abhängige 
Veränderungen des Zytoskeletts sind in der Literatur häufig beschrieben (Hall 
und Bishop, 2000; vgl. auch Abb. 9); diese führen möglicherweise zu einer 
Axonretraktion nach LPA-Stimulation in vivo, trotz der in dieser Arbeit in PC12-
Zellen in vitro beobachteten Hochregulation von Proliferations-, Überlebens- 
und Differenzierungsmolekülen, insbesondere auch der für Axonwachstum 
essentiellen MAP-Kinasen. Solch ein scheinbar widersprüchliches Verhalten ist 
im Neurotrophinfeld bereits gut bekannt: so kann die Neuotrophin-induzierte 
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Aktivierung des p75NTR die Aktivierung der Trk-Rezeptoren durch 
Neurotrophine übertreffen.  
Die durch LPA-Stimulation beobachteten Effekte führen zu der Frage, welche 
Rolle LPA physiologischerweise in vivo hat; vermutlich kommt dem in dieser 
Arbeit beobachteten Effekt (d.h. verstärktes RTK-signalling nach LPA-
Stimulation) regulatorische Bedeutung bei der Entwicklung der neuronalen 
Plastizität zu. Des Weiteren könnte dieser aber auch Bedeutung haben für die 
Genese von (neurologischen) Neoplasmen (durch die Fähigkeit des LPA, 
Neurotrophin- und Wachstumsfaktor-signalling zu verstärken). Nicht zuletzt 
lässt sich vermuten, dass LPA als RhoA-Aktivator dann eine große Rolle spielt, 
wenn diese nach Verletzungen der Blut-Hirn-Schranke (z.B. im Rahmen eines 
spinalen Traumas) in den Liquor cerebrospinalis gelangt (in dem sie 
physiologischerweise nicht vorkommt) und dann über oben beschriebene 
Mechanismen zu der Inhibition der Axonregeneration beiträgt. 
Zukünftige Studien zu diesem Thema sollten auf die Aufklärung des durch 
RhoA-Aktivierung ausgelösten Signalweges/Pathomechanismus ausgerichtet 
sein. Diese sollten präzise Aufschluss über die zytoskelettalen Veränderungen 
und ihren Einfluss auf die intrazellulären Signalwege geben. Zudem sollte in 
einem, sozusagen prä-translationalen, Untersuchungsansatz erforscht werden, 
ob die beobachteten Signaltransduktionsalterationen auch durch Myelin-
basierte Axonwachstums-inhibitoren und RhoA-Aktivatoren wie MAG und Nogo 
ausgelöst werden können, und ob diese in vitro Effekte in PC12-Zellen mit 
denen in neuronalen Primärkulturen vergleichbar sind. 
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7 Summary 
 
 
The reason for the incapacity of neurons of the central nervous system (CNS) to 
recreate axons after traumatic lesion (as well as after ischemic or haemorrhagic 
trauma) has been subject of intensive research for a long time. Most likely this 
is due to the milieu which surrounds the CNS-neurons rather then due to an 
intrinsic incapacity of the neurons to sprout out new axons. Since the discovery 
of myelin-based axonsprouting-inhibitors this hypothesis has been even more 
favoured. In this project we examined the alteration of the NGF/TrkA-signalling 
after stimulation of PC12-cells, which are a well established model for neuronal 
cells, with lysophosphatidic-acid (LPA) which is known to be a strong activator 
of the small GTPase RhoA. RhoA and its effector ROCK are putative key-
molecules in the intracellular signalling of myelin-based axonsprouting-inhibitors 
such as myelin-based glycoprotein (MAG). As expected LPA has an influence 
on the NGF/Trk-signalling – interestingly it prolonged and to some extend 
augmented the trk-signalling. The whole underlying mechanism of this signal-
enhancement is not yet clear – but we found strong evidence that the 
endosomale transport of TrkA is altered due to cytoskeletal rearrangements in 
response to RhoA-activation following LPA-stimulation. Rho-dependent 
alterations of the cytoskeleton are well described in literature (Hall and Bishop, 
2000), those possibly lead to axonretraction in vivo despite the upregulation of 
proliferation- and survival-molecules such as the MAP-kinases in vitro in our 
PC12-cell model. This leads to the question which is the (patho-) physiological 
role of LPA: the prolonged signalling of RTK might be a regulation tool during 
the development of neuronal plasticity as well as in the development of 
(neuronal) neoplasms. As a platelet derived factor LPA could possibly be a 
crucial molecule in the pathophysiology of traumatic spinal cord injury or brain 
injury when it enters the cerebro-spinal-fluid and leads to axonretraction through 
cytoskeletal rearrangements as described above. 
Future studies should focus on revealing the exact pathomechanisms – 
especially the exact cytoskeletal rearrangements - which are evoked by RhoA-
activation in response to LPA-stimulation. Furthermore it should be investigated 
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if the marked alterations in the Trk-signalling and –trafficking can also be 
provoked by myelin-based axonsprouting-inhibitors such as MAG and Nogo and 
if these in vitro effects in PC12-cells are similar to those in neuronal primary 
cultures.  
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